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บทคัดย่อ 
โครงงานพิเýþนี ้มีüัตถุประÿงค์เพื ่อýึกþาÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ที ่ได้จากรากĀม่อนที่

เพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ โดยเก็บรากทุกๆ เดือนเป็นระยะเüลา 7 เดือน พบü่ามีปริมาณ

ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอมากที่ÿุด 8.89 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของราก การเปรียบเทียบปริมาณÿารมัล

เบอร์โรไซด์เอ ในรากĀม่อนที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร 1/4 MS ที่เÿริมฮอร์โมน NAA ĀรือIBA คüาม

เข้มข้น 0.25, 1 และ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร พบü่ารากท่ีเพาะเลี้ยงในอาĀาร 1/4MS ที่เÿริมฮอร์โมนNAA             
4 มิลลิกรัมต่อลิตร พบปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอมากที่ÿุด  10.97 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของราก 

การýึกþาอิทธิพลของÿารประกอบAmmonium nitrate Āรือ Potassium nitrate Āรือ Potassium 
dihydrogen phosphate ที่เÿริมลงในอาĀาร 1/4MS คüามเข้มข้น 10 Āรือ 40 มิลลิกรัมต่อลิตร 

พบü่าในอาĀาร 1/4MS ที่เÿริม Potassium nitrate 40 มิลลิกรัมต่อลิตร มีปริมาณมัลเบอร์โรไซด์เอ

ÿูงที่ÿุด 11.09 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของราก  
การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนจากÿารÿกัดของรากĀม่อนโดยüิธีFlash column chromatography 

ด้üยโมบายเฟÿ เฮกเซน, เอทิลอะซิเตท, เอทานอล, 50%เอทานอล และ น้ำ ตามลำดับ พบü่า โมบาย

เฟÿ 50%เอทานอล มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอมากที่ÿุด 1,414 PPM 
การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนจากÿารÿกัดของรากĀม่อนโดยüิธี classical absorption column 

chromatography ด้üยโมบายเฟÿ 1:3 เอทานอล : เอทิล อะซิเตท พบü่ามีปริมาณÿารมัลเบอร์โร

ไซด์เอมากที่ÿุด 72.37 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของÿารÿกัดรากĀม่อน 
 

คำÿำคัญ : Āม่อน, มัลเบอรี่, มัลเบอร์โรไซด์เอ, การทำบริÿุทธิ ์บางÿ่üน , เครื ่องโครมาโทกราฟี

ของเĀลüÿมรรถนะÿูง
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Abstract 
This special project aims to study the amount of mulberroside A obtained from 

mulberry roots cultured in hydroponics system with 1/4MS medium by collecting the 
roots every month for a period of 7 months. The maximum amount of mulberroside 
A in the 3rd month was 8.89 mg/g dry roots. When comparing the amount of 
mulberroside A in mulberry roots cultured in 1/4 MS medium supplemented with NAA 
or IBA at concentrations of 0.25, 1, and 4 mg/L , it was found that the roots cultured 
in 1/4 MS medium with 4 mg/L NAA exhibited the highest amount of mulberroside A 
10.97 mg/g dry roots. In a study on the influence of additives such as Ammonium 
nitrate, Potassium nitrate, or Potassium dihydrogen phosphate in 1/4 MS medium at 
concentrations of 10 or 40 mg/L, it was found that in 1/4 MS medium supplemented 
with Potassium nitrate at 40 mg/L, the highest amount of mulberroside A was observed 
(11.09 mg/g dry roots).  

The mulberry root extract was partially purified by using flash column 
chromatography with the following mobile phases: hexane, ethyl acetate, ethanol, 
50% ethanol, and water, respectively. It was found that 50%Ethanol gave the highest 
amount of mulberroside A  (1,414 ppm). The mulberry root extract was partially 
purified by using classical absorption column chromatography with a mobile phase of               
1:3 Ethanol : Ethyl Acetate. It was found that the highest amount of mulberroside A 
was 72.37 mg/g dry extracts. 
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กรุณาÿละเüลาอันมีค่าเพื ่อมาเป็นคณะกรรมการในการÿอบโครงงานพิเýþ รüมทั้งใĀ้คำชี ้แนะ

แนüทางในการทำโครงงานพิเýþฉบับนี้ 
 
 ขอกราบขอบพระคุณเจ้าĀน้าที่Ā้องปฏิบัติการภาคüิชาชีüüิทยาที่ใĀ้คüามอนุเคราะĀ์ในการ

เบิกเครื่องมืออุปกรณ์และÿารเคมี รüมทั้งใĀ้ใช้ÿถานที่เพื่อปฏิบัติงาน ทำใĀ้โครงงานพิเýþนี้ÿำเร็จ

ลุล่üงได้ 
 
 ขอกราบขอบพระคุณ นางÿาü ณัฐüรา ดำรงมงคลกุล นักýึกþาปริญญาโท ที่คอยใĀ้คüาม

ช่üยเĀลือ ใĀ้คำปรึกþาถ่ายทอดคüามรู้ในการทำโครงงานพิเýþแก่คณะผู้จัดทำ ทำใĀ้โครงงานพิเýþนี้

ÿำเร็จลุล่üงไปได้ด้üยดีและขอขอบคุณเพ่ือนๆ พ่ีๆ ทุกคนที่คอยใĀ้คüามช่üยเĀลือและเป็นกำลังใจที่ดี

มาโดยตลอด 
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และงานüิจัยที่เกี่ยüข้องทางด้านนี้ คณะผู้จัดทำขออุทิýโครงงานพิเýþนี้ไü้เป็นแĀล่งค้นคü้า อ้างอิง ใĀ้

คüามรู้กับผู้ที่ÿนใจในอนาคตต่อไป Āากมีข้อผิดพลาดประการใดทางคณะผู้จัดทำ ขออภัยมา ณ ที่นี้

ด้üย 
 
 
             พรรณภัทร ช้างป่าดี 

  ÿุพิชญา ÿุภาüะ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ง 
 

ÿารบัญ 
 

 Āน้า 
บทคัดย่อภาþาไทย  ...................................................................................................................  ก 
บทคัดย่อภาþาอังกฤþ ................................................................................................................  ข 
กิตติกรรมประกาý......................................................................................................................  ค 
ÿารบัญ .......................................................................................................................................  ง 
ÿารบัญตาราง .............................................................................................................................  ซ 
ÿารบัญรูป ..................................................................................................................................  ฌ 
คำย่อ/ÿัญลักþณ์  .......................................................................................................................  ฎ 
บทที่ 1 บทนำ ............................................................................................................................  1 

1.1 คüามเป็นมาและคüามÿำคัญของปัญĀา .................................................................  1 
1.2 üัตถุประÿงค์ของโครงงานพิเýþ .............................................................................  2 
1.3 ขอบเขตของโครงงานพิเýþ ....................................................................................  2 
1.4 ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ .....................................................................................  2 

บทที่ 2 ทฤþฎีและงานüิจัยที่เกี่ยüข้อง .....................................................................................  3 
 2.1 ประüัติและคüามเป็นมาของต้นĀม่อน ....................................................................  3 
 2.2 ลักþณะทางพฤกþýาÿตร์  .....................................................................................  3 
  2.2.1 ลักþณะของต้นĀม่อน .................................................................................  3 
  2.2.2 ลักþณะของใบĀม่อน ..................................................................................  4 
  2.2.3 ลักþณะของดอกĀม่อน ...............................................................................  4 
  2.2.4 ลักþณะของผลĀม่อน ..................................................................................  5 
  2.2.5 ลักþณะของรากĀม่อน ................................................................................  5 
 2.3 ÿารÿำคัญในĀม่อน .................................................................................................  6 
  2.3.1 ÿารกลุ่มแอลคาลอยด์..................................................................................  6 
  2.3.2 ÿารกลุ่มฟลาโüนอยด์ ..................................................................................  6 
  2.3.3 ÿารกลุ่มÿติลบีนอยด์ ...................................................................................  6 
 2.4 ฤทธิ์ทางเภÿัชüิทยา ................................................................................................  7 
  2.4.1 ฤทธิ์ต้านไüรัÿ (anti-viral activity)  ...........................................................  7 
  2.4.2 คüามเป็นพิþต่อเซลล์มะเร็ง (cytotoxic activity)  .....................................  7 
  2.4.3 ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนÿ (anti-tyrosinase activity)  ............................  7 
  2.4.4 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ (anti-oxidant activity) ...........................................  8

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



จ 
 
  2.4.5 ฤทธิ์ต้านการอักเÿบ (anti-inflammatory activity)  .................................  8 
  2.4.6 ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ...................................................................................  8 
 2.5 การÿกัด .................................................................................................................  9 
  2.5.1 ประเภทของการÿกัดด้üยตัüทำละลาย ........................................................  10 
  2.5.2 ÿกัดÿารด้üยüิธี Soxhlet extraction .........................................................  11 
  2.5.3 ĀลักการการÿกัดซอกĀ์เลต .........................................................................  11 
  2.5.4 ตัüแปรที่มีผลต่อการÿกัด ............................................................................  11 
  2.5.5 ÿกัดÿารด้üยüิธี Reflux extraction ...........................................................  12 
  2.5.6 ขั้นตอนการทำรีฟลักซ์ .................................................................................  13 
 2.6 Column Chromatography.................................................................................  14 
  2.6.1 คอลัมน์ Liquid chromatography ............................................................  15 
       2.6.2 เทคนิคของลิคüิดโครมาโทกราฟี.................................................................... 15 
  2.6.2.1. โครมาโทกราฟีแบบดูดซับ………………………......................................... 15 

2.6.2.2  โครมาโทกราฟีแบบแบ่งÿ่üน………....................................................... 17 
  2.6.2.3. โครมาโทกราฟีแบบการแลกเปลี่ยนไอออน......................................... 18 
  2.6.2.4. โครมาโทกราฟีแบบเจลฟิลเตรชัน........................................................ 19 
  2.6.2.5. โครมาโทกราฟีแบบแฟลชคอลัมน์………………………………………………… 19 
  2.6.2.6. โครมาโทกราฟีแบบเยื่อบาง…………………………………………………………. 19 
  2.6.2.7. High Performance Liquid Chromatography............................... 21 
  2.6.3 งานüิจัยที่เกี่ยüข้อง ......................................................................................  23 
บทที่ 3 üิธีการดำเนินการüิจัย ..................................................................................................  25 
 3.1 พืชที่ใช้  ..................................................................................................................  25 
 3.2 ÿารเคมีที่ใช้ ............................................................................................................  25 
 3.3 อุปกรณ์ ..................................................................................................................  25 
 3.4 üิธีดำเนินการ .........................................................................................................  26 

 3.4.1 การýึกþาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ในรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยง 
 ในอาĀารÿูตร 1/4MS ทุก ๆ เดือนระยะเüลา 7 เดือน ..........................................  26 

3.4.2 การýึกþาอิทธิพลของอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น ¼MS ที่เพิ่มฮอร์โมน NAA 
Āรือ IBA ต่อการเจริญของรากและปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ในรากของต้นĀม่อน 

ระยะเüลาการเลี้ยง 1 เดือน ..................................................................................  29
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ฉ 
 
 

3.4.3 การýึกþาอิทธิพลของอาĀารÿูตร 1/4MS ที่เพิ ่มÿารประกอบ Ammonium 
nitrate, Potassium nitrate, Potassium dihydrogen phosphate ต่อการเจริญของ

รากและÿารมัลเบอร์โรไซด์เอในรากของต้นĀม่อน ระยะเüลาการเลี้ยง 1 เดือน….. 30 
  3.4.4 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนของÿารÿกัดจากรากของต้นĀม่อนด้üยüิธี  
  Column Chromatography ............................................................................... 30 
บทที่ 4 ผลการüิจัยและการอภิปรายผล ................................................................................... 34 
 4.1 การýึกþาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ในรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀารÿูตร1/4MS 
 ทุก ๆ เดือนระยะเüลา 7 เดือน ..................................................................................... 34 
 4.2 การýึกþาอิทธิพลของอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพ่ิมฮอร์โมน NAA, IBA  
 ต่อการเจริญของรากและปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ในรากของต้นĀม่อน ระยะเüลาการ 
 เลี้ยง 1 เดือน ................................................................................................................ 36 
  4.2.1 การýึกþาGrowth indexของต้นĀม่อนในอาĀาร1/4MS ที่เพ่ิมฮอร์โมน NAA 

เปรียบเทียบกับฮอร์โมนIBA ที่มีคüามเข้มข้น 0.25, 1 และ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่เลี้ยงใน

ระบบไฮโดรโปนิกÿ์ระยะเüลา 1 เดือน .................................................................. 37 
 4.3 การýึกþาอิทธิพลของอาĀารÿูตร 1/4MS ที่เพ่ิมÿารประกอบ Ammonium nitrate,  
 Potassium nitrate, Potassium dihydrogen phosphate ต่อการเจริญของราก  
 และÿารมัลเบอร์โรไซด์เอในรากของต้นĀม่อน ระยะเüลาการเลี้ยง 1 เดือน .................. 40 

4.3.1 การýึกþาGrowth indexของต้นĀม่อนในอาĀาร1/4MS ที่เพิ ่มÿารประกอบ 

Ammonium nitrate (NH₄NO₃), Potassium nitrate (KNO3), Potassium 
dihydrogen phosphate (KH2PO4) ที ่มีคüามเข้มข้น 10 และ 40 มิลลิกรัมต่อลิตร 

เพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน ............................................. 42 
4.4 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Flash column chromatography โดยใช้โมบายเฟÿ

เป็น เฮกเซน (Hexane), เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate), เอทานอล (Ethanol), 50%เอทา

นอล (50%Ethanol), น้ำ (Water)  .............................................................................. 45 
4.5 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Flash column chromatography โดยใช้โมบายเฟÿ

เป็น เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล (50%Ethanol), น้ำ (Water)  ................... 46 
 4.6 การคัดเลือกโมบายเฟÿด้üยüิธี Thin layer chromatography ............................. 48 

4.7 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Classical adsorption column chromatography โดย

ใช้โมบายเฟÿเป็น 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate) ....... 49 
4.8 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Classical adsorption column chromatography โดย

ใช้โมบายเฟÿ เป็น 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate) และ 50%
เอทานอล (50%Ethanol)  ........................................................................................... 50

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ช 
 
บทที่ 5 ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ .................................................................................  52 
           5.1 ÿรุปผลการทดลอง................................................................................................  52 
      5.1.1 การýึกþาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ในรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 
      ÿตูร1/4MS ทุก ๆ เดือนระยะเüลา 7 เดือน......................................................  52 

5.1.2 การýึกþาอิทธิพลของอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพ่ิมฮอร์โมน 

NAA,IBA ต่อการเจริญของรากและปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ในรากของต้น

Āม่อน ระยะเüลาการเลี้ยง 1 เดือน................................................................... 52 
5.1.3 การýึกþาอิทธิพลของอาĀารÿูตร 1/4MS ที่เพ่ิมÿารประกอบ Ammonium 
nitrate (NH₄NO₃), Potassium nitrate (KNO3), Potassium dihydrogen 
phosphate (KH2PO4)  ต่อการเจริญของรากและÿารมัลเบอร์โรไซด์เอในรากของต้น

Āม่อน ระยะเüลาการเลี้ยง 1 เดือน…………………………………………………………. 53 
5.1.4 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Flash column chromatography โดยใช้โม

บายเฟÿเป็น เฮกเซน (Hexane), เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate), เอทานอล 

(Ethanol), 50%เอทานอล (50%Ethanol), น้ำ (Water)............................... 54 
5.1.5 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Flash column chromatography โดยใช้โม

บายเฟÿเป็น   เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล (50%Ethanol), น้ำ 

(Water)ตามลำดับ............................................................................................  54 
5.1.6 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Classical adsorption column 
chromatography เป็น 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิเตท (Ethyl 
Acetate) )…………………………………………………………………………………………… 55 
5.1.7 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Classical adsorption column 
chromatography โดยใช้โมบายเฟÿเป็น 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิ

เตท (Ethyl Acetate) ) และ 50%เอทานอล (50%Ethanol).......................... 55 
           5.2 ข้อเÿนอแนะ............................................................................................................  56 
เอกÿารอ้างอิง ...........................................................................................................................  57 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ซ 
 

ÿารบัญตาราง 
ตารางท่ี Āน้า 
ตารางที่ 2.1 ตัüดูดซับที่ใช้ในโครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์   ........................................................  16 
ตารางที่ 2.2 ตัüอย่างของตัüทำละลาย .......................................................................................  17 
ตารางที่ 4.1 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอและน้ำĀนักแĀ้งของรากต้นĀม่อน ทุก ๆ เดือน ระยะเüลา 

7 เดือน .......................................................................................................................................  34 
ตารางที่ 4.2 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอในรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยงด้üยอาĀาร 1/4 MSที่เพ่ิม

ฮอร์โมน NAAและIBA ในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน ..............................................  36 
ตารางที่ 4.2.1 ค่าเฉลี่ย Growth index ของต้นĀม่อนในอาĀาร 1/4MS ที่เพ่ิมฮอร์โมน NAA 
เปรียบเทียบกับฮอร์โมน IBA ที่มีคüามเข้มข้น 0.25, 1 และ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่เลี้ยงในระบบไฮโดร

โปนิกÿ์ระยะเüลา 1 เดือน ..........................................................................................................  38 
ตารางที่ 4.3 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอในรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยงด้üยอาĀารÿูตร1/4 MS ที่เพ่ิม

ÿารประกอบ ในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน ............................................................  41 
ตารางที่ 4.3.1 ค่าเฉลี่ย Growth indexของต้นĀม่อนในอาĀาร1/4MS ที่เพ่ิมÿารประกอบ 

Ammonium nitrate (NH₄NO₃), Potassium nitrate (KNO3) และPotassium dihydrogen 
phosphate (KH2PO4) ที่มีคüามเข้มข้น 10 และ 40 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ 

ระยะเüลา 1 เดือน .....................................................................................................................  43 
ตารางที่ 4.4 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ โดยใช้โมบายเฟÿ เฮกเซน (Hexane), เอทิล อะซิเตท 

(Ethyl Acetate), เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล (50%Ethanol), น้ำ (Water) ด้üยüิธี Flash 
column chromatography......................................................................................................  45 
ตารางที่ 4.5 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอโดยใช้โมบายเฟÿ เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล 

(50%Ethanol), น้ำ (Water) ด้üยüิธี Flash column chromatography ................................  47 
ตารางที่ 4.6 การเปรียบเทียบอัตราÿ่üนของโมบายเฟÿ ..............................................................  48 
ตารางที่ 4.7 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอที่อยู่ในขüดเก็บตัüอย่างจากการผ่านคอลัมน์üิธี Classical 
adsorption column chromatography โดยโมบายเฟÿ 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิ

เตท (Ethyl Acetate) ) ..............................................................................................................  49 
ตารางที่ 4.8 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอที่อยู่ในขüดเก็บตัüอย่างจากการผ่านคอลัมน์üิธี Classical 
adsorption column chromatography โดยโมบายเฟÿ 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิ

เตท (Ethyl Acetate) ) และ 50%เอทานอล (50%Ethanol)  ..................................................  51

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ฌ 
 

ÿารบัญรูป 
 

รูปที่ Āน้า 
รูปที่ 2.1 ลักþณะของต้นĀม่อน .................................................................................................  3 
รูปที่ 2.2 ลักþณะของใบĀม่อน ..................................................................................................  4 
รูปที่ 2.3 ลักþณะของดอกĀม่อน ...............................................................................................  4 
รูปที ่2.4 ลักþณะผลของĀม่อน ..................................................................................................  5 
รูปที่ 2.5 ลักþณะรากของĀม่อน ................................................................................................  5 
รูปที่ 2.6 การÿังเคราะĀ์ÿารมัลเบอร์โรไซด์ ................................................................................  9 
รูปที่ 2.7 ลักþณะการÿกัดแบบใช้เครื่องÿกัดÿกัดÿารด้üยซอกĀ์เลต (Soxhlet extractor) .......  11 
รูปที่ 2.8 การÿกัดด้üยüิธี Reflux extraction ...........................................................................  14 
รูปที่ 4.1.1 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอของรากĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4 MS ทุกๆเดือน

ระยะเüลา 7 เดือน .....................................................................................................................  35 
รูปที่ 4.1.2 น้ำĀนักแĀ้งต่อต้นที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4 MS ทุกๆเดือนระยะเüลา 7 เดือน...............  35 
รูปที่ 4.2.1 ปริมาณของÿารมัลเบอร์โรไซด์เอของรากĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS เพ่ิมฮอร์โมน 

NAAและIBA ในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน .............................................................  37 
รูปที่ 4.2.2 น้ำĀนักแĀ้งของรากĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS เพ่ิมฮอร์โมน NAAและIBA ในระบบ

ไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน ...............................................................................................  37 
รูปที่ 4.2.3 ลักþณะที่ของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS ที่เพ่ิมฮอร์โมน NAA เปรียบ- 
เทียบกับฮอร์โมน IBA ที่มีคüามเข้มข้น 0.25, 1 และ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่เลี้ยงในระบบไฮโดร- 
โปนิกÿ์ระยะเüลา 1 เดือน ..........................................................................................................  39 
รูปที่ 4.3.1 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอของรากĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4 MS ที่เพ่ิมÿารประกอบ 

Ammonium nitrate (NH₄NO₃), Potassium nitrate (KNO3), Potassium dihydrogen 
phosphate (KH2PO4)  ในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน .............................................  41 
รูปที่ 4.3.2 น้ำĀนักแĀ้งของรากต้นĀม่อนที่เลี้ยงด้üยอาĀารÿูตร1/4 MS ที่เพ่ิมÿารประกอบ ในระบบ

ไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน ...............................................................................................  42 
รูปที่ 4.3.3 ลักþณะของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS ที่เพ่ิมÿารประกอบ Ammonium nitrate 
(NH₄NO₃), Potassium nitrate (KNO3) และPotassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)  ที่มี

คüามเข้มข้น 10 และ 40 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน .. 44 
รูปที่ 4.4 ÿีของตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์กระบอกฉีดยาที่ใช้โมบายเฟÿ เฮกเซน(ก) , เอทิล อะซิเตท(ข)  , 
เอทานอล(ค) , 50%เอทานอล(ง) , น้ำครั้งที1่(จ) และ น้ำครั้งที่2(ฉ)  ตามลำดับ........................ 46

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ญ 
 
รูปที่ 4.5 ÿีของตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์กระบอกฉีดยาที่ได้จาก ตะกอนที่ได้จากเอทานอล(ก) , ตะกอน

ที่ได้จาก50%เอทานอล(ข)  , ตะกอนที่ได้จากน้ำ(ค)  , เอาทานอล(ง)  , 50%เอาทานอล(จ)  และ น้ำ

(ฉ)  ตามลำดับ............................................................................................................................. .   47

รูปที่ 4.6 ÿีของตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์ Classical adsorption column chromatography  
โดยโมบายเฟÿ 1 : 3 เอทานอล : เอทิล อะซิเตท .......................................................................  50 
รูปที่ 4.7 ÿีของตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์ Classical adsorption column chromatography  
โดยโมบายเฟÿ 1 : 3 เอทานอล : เอทิล อะซิเตท และ 50%เอาทานอล......................................   51

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ฎ 
 

คำย่อ/ÿัญลักþณ ์
 

คำย่อ/ÿัญลักþณ์ คำอธิบาย 
MS Murashige and Skoog mediumue 
NAA Naphthyl Acetic Acid 
IBA Indole-3-butyric acid 
TLC Thin-Layer chromatography 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 
HCl hydrochloric acid 
NaCl Sodium Chloride 
KCl Potassium Chloride 
PPM parts per million Āรือÿ่üนต่อล้าน (Āน่üย) 
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บทท่ี1 

บทนำ  
1.1 คüามเป็นมาและคüามÿำคัญของปัญĀา  

Āม่อน (Morus alba Linn.) Āรือมัลเบอร์รี ่ (Mulberry) เป็นพืชÿมุนไพรüงý์ Moraceae 

เป็นพืชไม้ยืนต้นประเภทไม้พุ่มขนาดกลาง เป็นไม้เนื้ออ่อนเจริญเติบโตได้ดีในพื้นที่เขตร้อน นิยมปลูก

มากทางภาคเĀนือและภาคตะüันออกเฉียงเĀนือของประเทýไทย เป็นอาĀารตามธรรมชาติชนิดเดียü

ของĀนอนไĀม มีคุณค่าทางโภชนาการที่ÿูง ÿ่üนต่าง ๆ ของĀม่อนÿามารถนำมาใช้ประโยชน์ได้ทุก

ÿ่üน เช่น ผลมีรÿเปรี้ยüĀüานนำมารับประทานเป็นผลไม้ ใบĀม่อนนำมาทำเป็นชา มีฤทธิ์แก้อาการไอ 

เจ็บคอ แก้ร้อนในกระĀายน้ำ เป็นยาขับเĀงื่อ บำรุงตับ ไต และใช้รักþาโรคคüามดันโลĀิตÿูง เปลือก 

กิ่ง และรากของĀม่อนÿามารถนำมาทำเป็นยาÿมุนไพร ยาขับพยาธิ เป็นต้น Āม่อนยังเป็นแĀล่งของ 

ÿารประกอบทางเคมีในธรรมชาติĀลายชนิด เช่น อัลคาลอยด์ (Alkaloid), ฟลาโüนอยด์ (Flavonoid) 

และÿติลบีนอยด์ (Stilbenoid) ในการýึกþานี้เราได้ÿนใจÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ (Mulberroside A) 
ซึ่งเป็นÿารในกลุ่มÿติลบีนอยด์ (Stibenoid) ที่พบได้ในĀม่อน อยู่ในรูปไกลโคไซด์ (Glycosides) เป็น

üงแĀüนอะโรมาติก (Aromatic ring) มีĀมู่ฟังก์ชัน (Functional group) คือออกซิเจนและÿ่üนที่เป็น

ไกลโคไซด์ (Glycosides) เมื่อÿารมัลเบอร์โรไซด์เอเข้าÿู่ร่างกายจะถูกเปลี่ยนโครงÿร้างเป็นออกซีเรÿ

เüอราทรอล (Oxyresveratrol) จากรายงานทางüิทยาýาÿตร์เกี่ยüกับฤทธิ์ทางเภÿัชüิทยาของĀม่อน

พบü่า ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอในĀม่อนมีÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพĀลักในการต้านไüรัÿ , ต้านเชื้อ

แบคทีเรีย, ต้านการอักเÿบ, ต้านอนุมูลอิÿระ และต้านเอนไซม์ไทโรซิเนÿ โดยยังÿามารถลดระดับ

น้ำตาลในเลือดและลดระดับไขมันในเลือด เนื่องจากคุณÿมบัติทางฤทธิ์เภÿัชüิทยาที่ดีของĀม่อนจึง

เป็นÿารที่ต้องการทางการแพทย์ ÿามารถใช้เป็นยาทางเลือกได้และยังÿามารถนำมาทำเป็นผลิตภัณฑ์

เÿริมÿุขภาพได้ (ยลดา และคณะ, 2559) Āม่อนในธรรมชาติใช้เüลาในการเจริญเติบโตนาน จึงทำการ

เพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื่อพืชของĀม่อนเพื่อเพิ่มปริมาณต้นใĀ้ได้มาก ๆ ในระยะเüลาอันÿั้นและมีการ

เพาะเลี้ยงด้üยระบบไฮโดรโปรนิกÿ์เพื่อýึกþา Growth index ของรากĀม่อนในแต่ละเดือน และเพ่ือ

ýึกþาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอในÿ่üนของรากทุก ๆ เดือนในระยะเüลา 7 เดือน  
โครงงานพิเýþนี้มีจุดมุ่งĀมายเพื่อýึกþาการนำรากของต้นĀม่อนที่ทำการ เพาะเลี้ยงด้üย

ระบบไฮโดรโปรนิกÿ์ มาทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนของÿารÿกัดจากรากของต้นĀม่อนโดยการนำüิธี column 
chromatography โดยใช้โมบายเฟÿ เฮกเซน (Hexane), เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate), เอทา

นอล (Ethanol), 50%เอทานอล (50%Ethanol), น้ำ (Water), จากนั้นนำมาüิเคราะĀ์ปริมาณÿารมัล

เบอร์โรไซด์เอด้üย High performance liquid chromatography (HPLC)  
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1.2 üัตถุประÿงค์ของโครงงานพิเýþ  

1. เพื่อýึกþาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอที่ได้จากรากĀม่อนที่เพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโป

นิกÿ์ทุก ๆ เดือน ระยะเüลา 7 เดือน   
2. เพื่อýึกþาการทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนของÿารÿกัดจากรากต้นĀม่อนโดยการนำüิธี Flash 

column chromatography และ Classical adsorption column chromatography มาใช้ในการ

แยกÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ  
 

1.3 ขอบเขตของโครงงานพิเýþ  
เพื ่อýึกþาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ (Mulberroside A) ที ่ได้จากการนำüิธ ี Flash 

column chromatography และ Classical adsorption column chromatography มาใช้ในการ

แยกÿารมัลเบอร์โรไซด์เอออกจากÿารÿกัดจากรากĀม่อน โดยใช้ โมบายเฟÿ เฮกเซน (Hexane), 
เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate) , เอทานอล (Ethanol) , 50%เอทานอล (50%Ethanol) , น้ำ 

(Water), โดยจะนำมาüิเคราะĀ์ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอด้üยเครื่อง High performance liquid 

chromatography (HPLC)  
 

1.4 ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ  
1. ÿามารถทราบปริมาณมัลเบอร์โรไซด์เอในรากĀม่อนที่เลี ้ยงในระบบไฮโดรโปนิกด้üย

อาĀาร 1/4 MS ทุกเดือน ในระยะเüลา 7 เดือน  
2. ÿามารถทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนของÿารÿกัดจากรากของต้นĀม่อนได้ และÿามารถแยกÿารมัล

เบอร์โรไซด์เอได้  
3. ÿามารถทราบถึงüิธีการแยกÿารมัลเบอร์โรไซด์เอจากÿารÿกัดจากรากของต้นĀม่อนได้

อย่างมีประÿิทธิภาพมากขึ้น  
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บทท่ี2 
ทฤþฎีและงานüิจัยที่เกี่ยüข้อง 

 

2.1 ประüัติและคüามเป็นมาของต้นĀม่อน (üโิรจน์, 2555) 
Āม่อน (Mulberry) มีชื่อüิทยาýาÿตร์ Morus alba Linn อยู่ในüงý์ Moraceae เป็นไม้ยืน

ต้น คนไทยรู้จักชื่อของĀม่อนซึ่งเป็นพืชเมืองร้อนมีถิ ่นกำเนิดอยู่ในประเทýแถบเอเชียอยู่ในกลุ่ม

เดียüกับตระกูลเบอร์รี่ เช่น ราÿเบอรี่ และ บลูเบอรี่ การนำต้นĀม่อนเข้ามาปลูกในไทยเริ่มตั้งแต่ต้น

ÿมัยรัตนโกÿินทร์ เนื่องจากปรากฏĀลักฐานü่า พ.ý.2446 ได้มี “กรมช่างไĀม” ซึ่งอยู่ในรัชกาลที่ 5 

นอกจากนี้ในประเทýไทยยังนิยมปลูกĀม่อนมากในพื้นที่ภาคเĀนือและภาคตะüันออกเฉียงเĀนือ 

ปัจจุบันได้มีการทำüิจัยและพัฒนางานüิจัยการแปรรูปĀม่อนเพื่อใช้ประโยชน์ด้านต่าง  ๆ เช่น นำกิ่ง

Āม่อนไปย่อยทำเป็นüัÿดุเพาะเĀ็ด  
 

2.2 ลักþณะทางพฤกþýาÿตร์ของĀม่อน (Pawlowsk et al., 2008) 
2.2.1 ลักþณะของต้นĀม่อน  

หม่อน จัดเป็นไม้พุ่ม ÿูงประมาณ 2-7 เมตร แตกกิ่งก้านมาก ต้นแก่เปลือกÿีน้ำตาล มีเÿ้น

รอยแตกที่เปลือกผิü (รูปที่ 2.1)  
  

  

รูปที ่2.1 ลักþณะของต้นĀม่อน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



4 
 
2.2.2 ลักþณะของใบĀม่อน 

ใบĀม่อน มีลักþณะใบเดี่ยüเป็นใบรูปไข่ขอบเรียบĀยักเป็นริ้üเล็กน้อย ปลายเรียüแĀลมยาü 

ฐานใบกลมĀรือรูปĀัüใจ แผ่นใบด้านบนÿีเขียüเข้มเรียบเงาใต้ใบÿีเขียüอ่อนใบค่อนข้างĀนาÿากใบ จะ

ร่üงในฤดูใบไม้ร่üง  (รูปที่ 2.2)  
 

  

รูปที่ 2.2 ลักþณะของใบĀม่อน 
   

2.2.3 ลักþณะของดอกĀม่อน  

มีลักþณะเป็นดอกช่อ แยกเพýอยู่บนต้นเดียüกัน ช่อดอกเพýผู้ และช่อดอกเพýเมียอยู่ต่าง

ช่อกัน  จะมีช่อดอกเกิดที ่ตาเĀนือใบของตาข้างของกิ ่ง  üงกลีบรüมÿีครีมอมเขียüประมาณ 2 

เซนติเมตร ดอกย่อยมีขนาดเล็ก (รูปที่ 2.3)  

 

รูปที ่2.3 ลักþณะของดอกĀม่อน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.2.4 ลักþณะของผลĀม่อน 

ผลĀม่อนเป็นผลที่เกิดจากช่อดอก เป็นผลรüมอยู่ในกระจุกเดียüกันโดยจะออกตามซอกใบ

ลักþณะของผลเป็นรูปทรงกระบอกยาüประมาณ 1-2.5 เซนติเมตร ผลเป็นÿีเขียü เมื่อผลÿุกแล้üจะ

เปลี่ยนเป็นÿีม่üงแดง เข้ม เกือบดำ เนื้อนิ่ม ฉ่ำน้ำ และมีรÿĀüานอมเปรี้ยü (รูปที่ 2.4)  

  

  

รูปที ่2.4 ลักþณะผลของĀม่อน  
  

2.2.5 ลักþณะของรากĀม่อน 

รากเป็นระบบรากแก้üมีลักþณะกลมๆ แทงลึกลงในดินมีรากแขนง และรากฝอยเล็ก ๆ ออก

ตามแนüราบ มีÿีน้ำตาลอมแดง (รูปที่ 2.5)  
 

 
รูปที ่2.5 ลักþณะรากของĀม่อน 

 
 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.3 ÿารÿำคัญในĀม่อน (ยýพณ, 2564) 

 ÿารÿำคัญที ่พบได้ในĀม่อนมีอยู ่ 3 กลุ ่มĀลักๆ ดังนี ้ 1. ÿารกลุ ่มแอลคาลอยด์ ได้แก่ 

Calystegin B-2,1 Deoxy ribitol fagomine, Nojirimycin, Zeatin riboside 2. ÿารกล ุ ่มฟลาโü

น อ ย ด ์  ไ ด ้ แ ก ่  Albafuran C, Astragalin, Aromadendrin, Chalcomoracin, Kaempferol, 
Kuwanol, Kuwanon, Quercetin, Quercitrin, Moracetin, Morin, Rutin และ 3. ÿารกลุ ่มค ูมา

ริน ได้แก่ Bergapten, Marmesin, Scopoletin, Umbelliferone, Adenine, Amylase, Choline, 
Crocarotene, Isoquercutrin, Succinic acid, Trigonelline, üิตามินเอ, üิตามินบี, üิตามินบี 2, 
üิตามินซี, แร่ธาตุแคลเซียม, กลูโคÿ และ แทนนิน เป็นต้น   
2.3.1 ÿารกลุ่มแอลคาลอยด์ (อรัญญา, 2557) 
 ÿารกลุ่มแอลคาลอยด์ในĀม่อนนั้นมีลักþณะโครงÿร้างคล้ายน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยü เรียกÿาร 

Azasugars mujr โดยในÿารชนิดนี ้จะมีÿาร DNJ ที ่ม ีมากถึง 50% ของ ÿาร Azasugars mujr 
ประโยชน์ของÿาร DNJ ÿามารถลดน้ำตาลในเลือดได้ เนื่องจากÿามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์            

α-Glucosidase ที่ทำĀน้าที่ย่อยน้ำตาลโมเลกุลคู่ใĀ้เป็นน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยü ทำใĀ้ระดับน้ำตาลใน

เลือดนั้นลดลง 
2.3.2 ÿารกลุ่มฟลาโüนอยด์ (üิภพ, 2556) 
 ÿารฟลาโüนอยด์เป็นÿารประกอบในกลุ่มของ โพลีฟีนอล ในÿ่üนใĀญ่จะÿามารถพบได้ใน ผัก 

ผลไม้ เครื่องดื่มบางชนิด เช่น ชา ไüน์ ฤทธิ์ทางเภÿัชüิทยาของÿารฟลาโüนอยด์นั้นÿามารถช่üยต้าน

อนุมูลอิÿระ Āรือต่อต้านการเกิดมะเร็งได้ โดยจะเป็นการยับยั้งการเพิ่มจำนüนและการแบ่งตัüของ

เซลล์มะเร็ง ÿามารถต้านโรคเบาĀüาน ลดการอักเÿบ และÿามารถปรับÿมดุลระบบภูมิคุ้มกันของ

ร่างกายได้ 
2.3.3 ÿารกลุ่มÿติลบีนอยด์ (จักรพันธ์และคณะ, 2013) 

ÿารกลุ่มÿติลบีนอยด์เป็นÿารประกอบกลุ่มฟีโนลิก พบได้มากในĀม่อน ได้แก่ มัลเบอร์โรไซด์

เอ เป็นÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพที่พบในรากของĀม่อน เปลือกไม้ ลำต้น และยังÿามารถออกซีเรÿเüอ

ราทรอล ได้ในÿ่üนต่างๆของĀม่อน โดยÿารกลุ่มนี้จะมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนÿ ฤทธิ์ต้านไüรัÿ และ 

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



7 
 
2.4 ฤทธิ์ทางเภÿัชüิทยา  
2.4.1. ฤทธิ์ต้านไüรัÿ (anti-viral activity)  

มีการýึกþาฤทธิ์ต้านไüรัÿเริมของออกซีเรÿเüอราทรอลที่ÿกัดได้จากÿารÿกัดĀยาบÿ่üนเมทา

นอลของแก่นไม้มะĀาด โดยĀนูที่ได้รับออกซีเรÿเüอราทรอล  จะพบü่ารอยโรคผิüĀนังĀลังจากได้รับ

เชื้อไüรัÿเริมนั ้นเริ ่มดีขึ ้น ลักþณะการĀายของแผลมีคüามใกล้เคียงกับĀนูที่ได้รับอะไซโคลเüีย 
(Chuanasa et al., 2008) ซึ่งÿอดคล้องการýึกþาของ (Lipipun el al., 2011) ที่ทำการýึกþาฤทธิ์

ต้านไüรัÿเริมของออกซีเรÿเüอราทรอลในĀนู  
2.4.2. คüามเป็นพิþต่อเซลล์มะเร็ง (cytotoxic activity) (ยลดา และคณะ, 2559) 

ออกซีเรÿเüอราทรอลเป็นพิþต่อเซลล์ต่ำทั้งในเซลล์ปกติ และเซลล์มะเร็ง ÿารนี้จึงถูกนำมาใช้

เป็นÿ่üนประกอบของอาĀาร อาĀารเÿริม ยา และผลิตภัณฑ์เครื่องÿำอาง แต่ถ้าออกซีเรÿเüอราทรอล

ถูกเปลี่ยนใĀ้มีโครงÿร้างแบบซิÿ (cis-form) โดย O-methylation จะกลายเป็นÿารที่มีพิþต่อเซลล์ 

อีกทั ้งอนุพันธ์แบบ tetra-O-methylated ของ cis-oxyresveratrol พบü่ามีคüามเป็นพิþ และ

ÿามารถต้านเซลล์มะเร็งของมนุþย์ ซ่ึงÿอดคล้องกับการýึกþาของ (Likhitwitayawuid et al., 2006) 

ที่ýึกþาคüามเป็นพิþต่อเซลล์มะเร็งของออกซีเรÿเüอราทรอลที่ÿกัดได้จากÿารÿกัดĀยาบÿ่üนน้ำของ

แก่นไม้มะĀาดĀลังจากถูกเปลี่ยนใĀ้มีโครงÿร้างแบบซิÿเรียกü่าcis-2,4,3,5,- tetramethoxystilbene 
โดยýึกþาการยับยั้งการเติบโตของเซลล์มะเร็งช่องปาก เซลล์มะเร็งเต้านม  และเซลล์มะเร็งปอด ด้üย

üิธี Resazurin microplate assay  
2.4.3. ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนÿ (anti-tyrosinase activity )  

 ออกซีเรÿเüอราทรอลมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนÿÿูง ชึ่งเป็นเอนไซม์ที่เกี่ยüข้องกับการผลิต

เม็ดÿีĀมองคล้ำในÿ่üนของผิüĀนัง ผม และตา โดยออกซีเรÿเüอราทรอลมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์นี้ได้ดี

เนื่องจากÿามารถเกิดปฏิกิริยาการแทนที่ของĀมู่ไฮดรอกซิล และยังพบü่ามีฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์นี้ได้

ดีกü่ากรดโคจิก (kojic acid) ÿามารถช่üยทำใĀ้ผิüขาü และถูกนำไปใช้เป็นÿ่üนประกอบในผลิตภัณฑ์

เÿริมคüามงาม อีกทั้งการเกิดปฏิกิริยาการเติมไฮโดรเจน (hydrogenation) จะทำใĀ้ออกซีเรÿเüอรา

ทรอลมีการเปล ี ่ยนแปลงโครงÿร ้างใĀม่  ซ ึ ่ งทำใĀ ้ม ีฤทธ ิ ์ต ้ านเอนไซม ์ ไทโรซ ิ เนÿได ้ดี ขึ้น 

(Likhitwitayawuid et al., 2006) เกี่ยüข้องกับการýึกþาของ (Kim et al., 2010) ซึ่งýึกþาฤทธิ์การ

ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนÿในĀลอดทดลองด้üยüิธี Dopachrome method ของÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

และออกซีเรÿเüอราทรอลที่ÿกัดได้จากÿารÿกัดĀยาบÿ่üนเอทานอลของรากĀม่อน พบü่า ออกซีเรÿ

เüอราทรอลมีฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนÿได้ดีกü่าÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.4.4. ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ (anti-oxidant activity)  

การมีĀมู่ไฮดรอกซิลจำนüนมากในโครงÿร้างของออกซีเรÿเüอราทรอล ทำใĀ้มีคุณÿมบัติเป็น

ÿารต้านอนุมูลอิÿระ ÿามารถยับยั้งการเกิดภาüะเครียดออกซิเดชั่นได้  อีกทั้งคุณÿมบัติการซึมผ่าน 

ผนังกั้นĀลอดเลือดÿมอง จึงทำใĀ้ออกซีเรÿเüอราทรอลมีฤทธิ์ปกป้องระบบประÿาทได้  (Chang et 
al., 2011) ชึ่งÿอดคล้องกับการýึกþาของ (Zhang et al., 2008) ที่ýึกþาผลของออกซีเรÿเüอรา

ทรอลที่ÿกัดได้จากÿารÿกัดĀยาบÿ่üนเอทานอลของกิ่งĀม่อนต่อการต้านอนุมูลอิÿระ ด้üยการüัด

ÿมรรถนะของÿารต้านอนุมูลอิÿระที่เป็นเอนไซม์ และระดับมาลอนไดอัลดีไฮด์ (malondialdehyde) 
ซ ึ ่ ง เป ็นผล ิตภ ัณฑ ์จากปฏ ิก ิ ร ิยาล ิป ิดเปอร ์ออกซ ิ เดช ั ่น ( lipidperoxidation) โดยเทคนิค 

Thiobarbituric acid reactive substance (TBARs) ในตับของĀนูÿายพันธุ์ ICR ที่ถูกเĀนี่ยüนำใĀ้

เกิดภาüะเครียดออกซิเดชั่นด้üยการใĀ้เอทานอล กลุ่มคüบคุมเชิงบüกคือ ไซลิมาริน (silymarin) 
พบü่าออกซีเรÿเüอราทรอลÿามารถเพ่ิมÿมรรถนะของÿารต้านอนุมูลอิÿระในตับĀนูที่ได้รับเอทานอล 

ได้แก่ ซุปเปอร์ออกไซด์ ดิÿมิüเตÿ (superoxide dismutase), คะตาเลÿ (catalase) และ กลูตาไธ

โอนเปอร์ออกซิเดÿ (glutathione peroxidase) แล้üÿามารถลดระดับมาลอนไดอัลดีไฮด์ในตับĀนูที่

ได้รับเอทานอลได้  
2.4.5. ฤทธิ์ต้านการอักเÿบ (anti-inflammatory activity)  

การýึกþาฤทธิ์ต้านการอักเÿบในกลุ่มÿติลบีนอยด์ของออกซีเรÿเüอราทรอลที่ÿกัดได้จากÿาร

ÿกัดĀยาบÿ่üนเมทานอลของผลÿุกแĀ้งของขนุนในเซลล์มาโครเฟจ ที่ถูกกระตุ้นการÿร้าง NO พบü่า 

ออกซีเรÿเüอราทรอลมีฤทธิ ์ต้านการอักเÿบที่ÿามารถยับยั ้งการเกิด NO ได้ (Yen et al., 2008) 

ขณะที่การýึกþาของ (Shi and Zhang, 2010) ทดÿอบฤทธิ์ต้านการอักเÿบของมัลเบอร์โรไซด์เอที่

ÿกัดได้จากÿารÿกัดĀยาบÿ่üนเมทานอลของกิ่งĀม่อน โดยüิธีการเĀนี่ยüนำใĀ้เกิดการอักเÿบแบบ

เฉียบพลัน โดยกลุ่มคüบคุมเชิงบüกได้รับอินโดเมธาซิน พบü่ามัลเบอร์โรไซด์เอ ÿามารถลดการอักเÿบ

ได้  
2.4.6 ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ (Zhou et al., 2013)  

การÿังเคราะĀ์ÿารมัลเบอร์โรไซเอ เกิดจาก Phenylalanine ที ่ม ีต ัüเร ่งปฏิกิร ิยาคือ 

Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) เกิดเป็น Cinnamic acid มี Tyrosine ที่มีตัüเร่งปฏิกิริยา

เป ็ นปฏ ิ ก ิ ร ิ ย า  tyrosine ammonia lyase (TAL)  มารüมก ับ  Cinnamic acid เก ิ ด เป ็ น  P-
Hydroxycinnamic acid มี 4CL เป็นตัüเร่งปฏิกิริยา เกิดเป็น 4-Coumaroyl-COA รüมกับ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3- Maroyl-COA ซึ ่งมีตัüเร่งเป็น STS เป็น trans-resveratrol เกิดปฏิกิร ิยา oxidation ได้เป็น 

Oxyresveratrol และเกิดปฏิกิริยา Glycosylation เกิดเป็น Mulberroside A  ดัง รูป 2.6 

 

 
รูปที่ 2.6 การÿังเคราะĀ์ Mulberride A 

 
2.5 การÿกัด (ýิริüัลย์, 2564) 

การÿกัดด้üยตัüทำละลาย คือการแยกÿารโดยอาýัยĀลักการละลายระĀü่างตัüทำละลายกับ

ÿารÿำคัญในÿมุนไพร üิธีนี้จะอาýัยคüามมีข้ัü (Polarity) ของทั้งตัüทำละลายและÿารÿำคัญ โดยÿาร

ÿำคัญจะÿามารถละลายในตัüทำละลายได้ก็ต่อเมื่อคüามเป็นขั้üของตัüÿารÿำคัญกับโมบายเฟÿมีค่า

ใกล้เคียงกัน (Like Dissolves Like) คือตัüถูกละลายที่มีข้ัüจะละลายในตัüทำละลายที่มีขั้ü เพราะแรง

ดึงดูดระĀü่างโมเลกุลมีข้ัü เป็นแรงไดโพล-ไดโพล (Dipole-Dipole) ในทางตรงข้ามตัüถูกละลายที่ไม่

มีข้ัüจะละลายในตัüทำละลายที่ไม่มีข้ัü เพราะแรงดึงดูดระĀü่างโมเลกุลไม่มีขั้üเป็นแรงแüนเดอüาลÿ์ 

(Van der Waals Force) เĀมือนกัน üิธีการนี้จะนิยมใช้ÿกัดÿีจากธรรมชาติในÿมุนไพร ÿกัดน้ำมัน

ĀอมระเĀย เป็นüิธีการที่ประĀยัด และปลอดภัย üิธีนี้จะคüบคุมอุณĀภูมิใĀ้อยู่ในช่üงไม่เกิน 50 องýา

เซลเซียÿ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.5.1 ประเภทของการÿกัดด้üยตัüทำละลาย 

การÿกัดด้üยตัüทำละลายมีĀลายüิธี เช่น üิธ ีการแช่Āมัก (Maceration), ü ิธ ีการĀมัก

แบบต่อเนื่อง (Percolation), การÿกัดแบบใช้คลื่นเÿียง (Ultrasonic extraction) และการÿกัดด้üย

คลื่นไมโครเüฟ (Microwave extraction) เป็นต้น โดยการเลือกตัüทำละลายที่นำมาใช้ในการÿกัดมี

Āลักท่ัüไป ดังนี้ 
1. เลือกตัüทำละลายที่เĀมาะÿมเพื่อÿกัดใĀ้ได้ÿารที่ต้องการออกมามากและต้องมีÿิ่งเจือปนติด

น้อยที่ÿุด 
2. ต้องเลือกตัüทำละลายที่ละลายÿารใดÿารĀนึ่งได้มากและอีกÿารได้น้อยมากเพื่อใĀ้เจือปนกัน

น้อยที่ÿุด  
3. แยกÿารที่ไม่ต้องการออกไปและแยกÿารที่ต้องการออกจากตัüทำละลาย 
4. ถ้าต้องการแยกÿี ตัüทำละลายจะต้องไม่มีÿี ถ้าต้องการแยกกลิ่น ตัüทำละลายต้องไม่มีกลิ่น 
5. ไม่มีพิþ มีจุดเดือดต่ำและแยกตัüออกจากÿารที่ต้องการÿกัดได้ง่าย 
6. ไม่ละลายปนเป็นเนื้อเดียüกับÿารที่นํามาÿกัด มีราคาถูก 
ซึ ่งในการÿกัดÿารจากพืชÿมุนไพร มีตัüอย่างตัüทำละลายที่นิยมใช้ในการÿกัดÿารÿำคัญ

ดังต่อไปนี้  
1. คลอโรฟอร์ม (Chloroform) เป็นตัüทำละลายที่ดีแต่มี selectivity น้อยเกิด emulsion ง่าย

ถ้าใช้ÿารÿกัดซึ่งเป็นด่างแก่อาจจะÿลายตัüใĀ้กรดเกลือ 
2. อีเธอร์ (Ether) มีอำนาจในการละลายน้อยกü่า คลอโรฟอร์ม แต่มี selectivity ดีกü่า 

คลอโรฟอร์ม ข้อเÿียคือระเĀยง่าย ระเบิดง่าย เกิด oxide ได้ง่าย และดูดน้ำได้ดีมาก 
3. เฮกเซน (Hexane) เĀมาะÿำĀรับพüกÿารที่ไม่มีขั้ü มักใช้เป็นตัüทำละลายÿำĀรับกำจัดไขมัน

ในÿมุนไพร ข้อดีคือมีราคาถูก 
4. แอลกอฮอล์ (Alcohol) ที่ใช้มากคือ เมทานอล และเอทานอลเป็น all-purpose solvent 

เนื่องจากมี คุณÿมบัติในการละลายได้กü้างทั้งÿารที่มีข้ัü และไม่มีขั้ü และยังใช้ทำลายเอนไซม์ในพืชได้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.5.2 ÿกัดÿารด้üยüิธีซอกĀ์เลต (Soxhlet extraction) (ýิริüัลย์, 2564) 
 เป็นการÿกัดแบบต่อเนื่องที่ÿกัดÿารÿำคัญจากÿมุนไพรโดยการใช้คüามร้อน และตัüทำ

ละลายที่มีจุดเดือดต่ำ เทคนิคนี้เĀมาะÿำĀรับแยกÿารอินทรีย์ที่ไม่เÿถียรที่คüามร้อนÿูงออกจากÿาร

ผÿมที่เป็นของแข็ง เครื่องมือที่ใช้เป็นระบบปิดเรียกü่า เครื่องÿกัดซอกĀ์เลต (Soxhlet extractor) 
(รูปที ่2.7) 

 
 

รูปที่ 2.7 ลักþณะการÿกัดแบบใช้เครื่องÿกัดÿกัดÿารด้üยซอกĀ์เลต (Soxhlet extractor) 
 

2.5.3 Āลักการ : เมื่อนําตัüทำละลายลงในขüดบรรจุตัüทำÿารละลาย (boiling flask) และใĀ้คüาม

ร้อนเพื่อใĀ้ตัüทำ ละลายระเĀยกลายเป็นไอไปตามช่องÿำĀรับไอระเĀย เพื่อใĀ้ไอของตัüทำละลาย

ระเĀยขึ้นÿู่ÿ่üนบนที่ต่อกับÿ่üนคüบแน่น (condenser) จากนั้นไอของตัüทำละลายจะถูกคüบแน่นตก

ลงมาÿู่ภาชนะท่ีบรรจุÿมุนไพรไü้ (Extraction thimble) เมื่อเüลาผ่านไปตัüทำละลายใน extraction 
thimble จะเพิ่มขึ้นจนถึงระดับกาลักน้ำ (Siphon arm) ตัüทำละลายนั้นจะไĀลกลับÿู่ขüดบรรจุตัü

ทำละลายด้านล่างแล้üกลั่นตัüขึ้นไปใĀม่จนÿกัดได้Āมด โดยÿามารถÿังเกตจากÿีของตัü ทำละลายใน 

thimble ที่ใÿขึ้น 
 
2.5.4 ตัüแปรที่มีผลต่อการÿกัด 

1. ชนิดของตัüทำละลาย : ตัüทำละลายที่ใช้ต้องเลือกใĀ้เĀมาะกับÿารที่เราต้องการÿกัดออก 
2. ปริมาตรตัüทำละลายที่ใช้ÿกัด : ปริมาณตัüทำละลายที่ใช้ต้องมีมากเพียงพอต่อการเกิด

การระเĀยขึ้นไป ÿกัดÿารก่อนที่จะเต็มกาลักน้ำ และมีตัüทำละลายเĀลืออยู่ในÿ่üนของขüดบรรจุ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ÿารละลายเพื่อทำใĀ้การÿกัดเกิดขึ้นอย่างต่อเนื่องตลอดเüลาทั้งนี้ตัüทำละลายที่มากเกินพอÿามารถ

ระเĀยออกได้ภายĀลังจากเÿร็จÿิ้นการÿกัดด้üยเครื่องระเĀยÿุญญากาý (Rotary evaporator) 
3. เüลาที่ใช้ÿกัด : เüลาที่ใช้ÿกัดต้องมีคüามเĀมาะÿม เพื่อที่จะÿามารถÿกัดเอาÿารที่ÿนใจ

ออกจากตัüอย่างใĀ้ได้มากที่ÿุด ÿ่üนใĀญ่เüลาที่ใช้ÿกัดมักยาüนานĀลายชั่üโมง 
4. ขนาดของตัüอย่าง : ขนาดของÿมุนไพรมีคüามÿำคัญต่อการÿกัดด้üยเทคนิคนี้ โดยถ้า

ตัüอย่างมีขนาดÿม่ำเÿมอจะทำใĀ้การÿกัดเกิดประÿิทธิภาพได้ดีเนื่องจากตัüทำละลายÿามารถผ่านได้

อย่างทั่üถึง ทั้งนี้ขนาดตัüอย่างไม่คüรจะละเอียดĀรือĀยาบมากเกินไปเพราะถ้าĀากเป็นผงละเอียด

มากอาจเก ิดการอ ัดแน ่น  Āร ือถ ้ าต ั üอย ่ างĀยาบมากเก ิน ไปอาจทำใĀ ้การÿก ัดล ่ าช้ า                       

ข้อดี : ประĀยัดตัüทำละลายเนื่องจากเป็นการÿกัดแบบต่อเนื่องได้ÿารÿกัดคüามเข้มข้นÿูง  และ

ÿมุนไพรจะไม่ถูกคüามร้อนÿูงเท่ากับการใĀ้คüามร้อนโดยตรง 
ข้อเÿีย : การÿกัดด้üยüิธีนี้ใช้คüามร้อนจึงอาจทำใĀ้ÿารÿำคัญบางชนิดÿลายตัüได้ นอกจากนี้ยังใช้

เüลานาน และĀลังจากกระบüนการเÿร็จÿมบูรณ์มีตัüทำละลายอินทรีย์เĀลือเป็น waste 
 
2.5.5  ÿกัดÿารด้üย Reflux extraction (จุลินต์ตา, 2565) 

การÿกัดแบบไĀลย้อนกลับ (Reflux extraction) ใช้ในการÿกัดÿารÿำคัญออกจากÿมุนไพรที่

ÿกัดด้üยแอลกอฮอล์, เฮกเซน Āรือน้ำ โดยÿมุนไพรที่แช่ด้üยแอลกอฮอล์ , เฮกเซน Āรือน้ำ จะถูกต้ม

ใĀ้คüามร้อน เพื่อทำการละลายÿารÿำคัญออกจากÿมุนไพรโดยที่แอลกอฮอล์ Āรือน้ำจะถูกต้มจน

เดือดระเĀยขึ ้นไปด้านบน แล้üจะถูกคüบแน่นด้üยคอนเดนเซอร์กลับลงมาทำละลายต่อเนื ่อง

Āมุนเüียนอย่างนี้ไปเรื่อย ๆ จนÿารÿกัดละลายเข้มข้น จึงนําไปเข้าเครื่องระเĀยแอลกอฮอล์ Āรือ

เครื่องระเĀยน้ำเพ่ือทำใĀ้เข้มข้นต่อไป ดังรูป 2.8 
Reflux ring คือช่üงรอยต่อระĀü่างช่üงที่ไอระเĀยของÿารยังไม่คüบแน่น และช่üงที่ไอระเĀย

คüบแน่นเป็นของเĀลü ÿังเกตได้คือเป็นจุดรอยต่อระĀü่างทั้งÿ่üนแĀ้ง และÿ่üนเปียกในคอนเดนเซอร์ 

อุณĀภูมิที่คüรใช้ในการรีฟลักซ์จะต้องอยู่ในช่üงที่ทำใĀ้ Reflux ring อยู่ÿูงขึ้นไปที่ประมาณ 1 ใน 3 

ของคอนเดนเซอร์ เพื่อป้องกันไม่ใĀ้ไอระเĀยของÿารแพร่ขึ้นไปคอนเดนเซอร์ÿูงเกินไป และรั่üไĀล

ออกทางปลายด้านบนของคอนเดนเซอร์ ถ้าบรรจุÿารที่ทำปฏิกิริยาในขüดก้นกลมจะต้องใÿ่  Boiling 
chip ลงไปในÿารละลายด้üยเพ่ือป้องกันการเดือดอย่างรุนแรงอุปกรณ์ใĀ้คüามร้อนที่เĀมาะÿม ได้แก่

เตาใĀ ้คüามร ้อนแบบĀลุมที ่ÿามารถกüนด้üยแม่เĀล ็กได้  (Heating mantle and magnetic 
stirrer) Āรืออาจเป็นอ่างน้ำร้อนที่üางบนเตาใĀ้คüามร้อนแบบกüนด้üยแม่เĀล็ก (Hotplate and เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Magnetic stirrer) ซึ่งจะทำได้ทั้งใĀ้คüามร้อนและกüนได้ต่อเนื่องในเüลาเดียüกันÿ่üนที่คอนเดนเซอร์

จะต่อน้ำเข้า – ออก เพื่อĀล่อใĀ้คอนเดนเซอร์เย็นอยู่ตลอดเüลา เมื่อไอของÿารที่ทำปฏิกิริยาระเĀย

เข้าÿู ่คอนเดนเซอร์จะถ่ายเทคüามร้อนใĀ้กับผนังคอนเดนเซอร์ที่เย็นจึงคüบแน่นกลับเป็นของ

เĀลüไĀลลงÿู่ขüดก้นกลมอีกครั้งเมื่อถึงจุดเดือดจะเกิดฟองแก๊ÿเกิดขึ้นในตัüทำละลาย และเมื่อใĀ้

คüามร้อนเพ่ิมข้ึนอุณĀภูมิของÿารจะไม่เปลี่ยนแปลงแต่อัตราการเปลี่ยนÿถานะจากของเĀลüเป็นแก๊ÿ

เพิ่มขึ้น เนื่องจากของเĀลüได้รับพลังงานคüามร้อนเพื่อนำไปใช้ในการเปลี่ยนÿถานะกลายเป็นไอ จุด

เดือดของÿารผÿมจะอยู่ที่จุดใด (อุณĀภูมิใด) ขึ้นอยู่กับชนิดและจำนüนโมลของÿารที่นำมาผÿมกัน

ของเĀลüผÿมที่รüมเป็นเนื้อเดียüกันจะเดือดที่อุณĀภูมิระĀü่างอุณĀภูมิที่จุดเดือดของของเĀลüผÿม

แต่ละชนิด เมื่อต้องการแยกÿารผÿมÿามารถแยกออกได้โดยüิธีการกลั่นซึ่งอาýัยĀลั กคüามแตกต่าง

ของจุดเดือดของÿารในการทดลองที่ÿลับซับซ้อน การรีฟลักซ์ และการกลั่นÿามารถทำได้ในเüลา

เดียüกัน เช่น ในขณะที่ÿารทำปฏิกิริยาในการรีฟลักซ์ อาจเพิ่มอุปกรณ์พิเýþขนาดเล็กÿำĀรับการ

กลั่นเข้าไปด้üย การกลั่นจะช่üยลดโอกาÿการÿูญเÿียÿารในระบบได้ 
 

2.5.6 ขั้นตอนการทำรีฟลักซ์ 
1. บรรจุÿารตั้งต้นที่จะทำปฏิกิริยาĀรือÿารชนิดแรกลงในขüดก้นกลม ขนาดของขüดก้นกลม

คüรเĀมาะÿำĀรับบรรจุÿารทั้งÿองชนิดได้ โดยปริมาตรรüมของÿารผÿมไม่เกินครึ่งขüด 
2. เลือกตัüทำละลายที่ใช้ละลายตั้งต้น คุณÿมบัติของตัüทำละลายที่ใช้คüรเป็นดังนี้ 

         2.1 ÿามารถละลายÿารตั้งต้นได้ท่ีอุณĀภูมิจุดเดือด 
          2.2 ไม่ทำปฏิกิริยากับÿารตั้งต้น 
         2.3 เดือดที่อุณĀภูมิที่ÿูงพอที่จะทำใĀ้เกิดปฏิกิริยาได้เร็üพอÿมคüร 

3. ละลายÿารตั้งต้นในตัüทำละลายที่เลือก Āรือละลายในÿารที่ต้องทำปฏิกิริยาด้üยÿารตั้ง

ต้นชนิดที่ÿอง  
4. üางขüดก้นกลมในเตาใĀ้คüามร้อนแบบĀลุม เติม boiling chip ลงไป 2-3 ชิ้น 
5. ใช้ที่Āนีบ (clamp) จับที่คอขüดใĀ้มั่นคง จากนั้นต่อคอนเดนเซอร์กับคอขüดก้นĀลุม แล้ü

ต่อÿายยางน้ำเข้า-ออก (ทางน้ำเข้าอยู่ด้านล่าง ทางน้ำออกอยู่ด้านบน) 
6. ใĀ้คüามร้อนแก่ระบบใĀ้จุดที่ÿารเริ่มคüบแน่น (reflux ring) อยู่ÿูงขึ้นไปที่ประมาณ 1 ใน 

3 ของคอนเดนเซอร์  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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7. เมื่อÿังเกตเĀ็น reflux ring แล้üจึงปล่อยใĀ้ปฏิกิริยาดำเนินไปตามระยะเüลาที่ต้องการ

Āากต้องการรีฟลักซ์ข้ามคืน ต้องมัดปลายÿายยางที่ต่อกับคอนเดนเซอร์ไü้ ไม่ใĀ้ÿายยางĀลุดขณะที่ผู้

ทดลองไม่อยู่ 
8. เมื่อเÿร็จÿิ้นปฏิกิริยา ใĀ้ปิดเครื่องใĀ้คüามร้อน และนำÿารผลิตภัณฑ์ไปทำใĀ้บริÿุทธิ์ต่อไป

Āากไม่ต้องการใĀ้คüามชื้นในอากาýเข้าไปรบกüนในปฏิกิริยาใĀ้ÿüมĀลอดดูดคüามชื้น (Drying 
tube) ที่บรรจุÿารดูดคüามชื้น ไü้ที่ปลายด้านบนของคอนเดนเซอร์ 

 
รูปที ่2.8 การÿกัดด้üยüิธี Reflux extraction 

 
2.6 Column Chromatography  
 คอลัมน์โครมาโทกราฟีเป็นเทคนิคที ่ÿามารถใช้แยกÿารได้ทั ้งแบบปริมาณน้อย ๆ และ

ปริมาณมาก ๆ นั่นจะอาýัยองค์ประกอบÿองอย่าง ได้แก่ เฟÿคงที่ (stationary phase) และ เฟÿ

เคลื่อนที่ (mobile phase) เฟÿเคลื่อนที่จะเคลื่อนที่ผ่านเฟÿคงที่ ซึ่งมีÿารตัüอย่างที่ต้องการแยก

บรรจุ ÿารตัüอย่างจะถูกดูดซับไü้ในเฟÿคงที่ ÿารใดในÿารตัüอย่างที่มีÿภาüะขั ้üเĀมือนกับเฟÿ

เคลื่อนที่ ÿารนั้นจะเคลื่อนที่ไปกับเฟÿเคลื่อนที่ ÿารที่มีÿภาüะขั้üใกล้เคียงกับเฟÿเคลื่อนที่ก็จะ

เคลื่อนที่ต่อมา ÿ่üนÿารใดที่มีÿภาüะขั้üแตกต่างกับเฟÿเคลื่อนที่มาก ๆ ก็จะไม่เคลื่อนที่ไปกับเฟÿ

เคลื่อนที่ และยังคงถูกดูดซับไü้ที่เฟÿคงที่ Āากต้องการใĀ้ÿารตัüอย่างที่ไม่ถูกแยกออกมาด้üยเฟÿ

เคลื่อนที่ชนิดแรก จะต้องใช้เฟÿเคลื่อนท่ีที่มีข้ัüใกล้เคียงกับÿารชนิดนั้น

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.6.1 คอลัมน์ Liquid chromatography (Fernanda et al., 2023) 

ÿารที่ต้องการแยกผ่านเข้าคอลัมน์เพื่อเกิดการแยกโดยอาýัยการพาไปของเฟÿเคลื่อนที่ที่เป็น

ของเĀลü Liquid Chromatography ที่ใช้ในการüิเคราะĀ์ในปัจจุบัน มีดังนี้ 
1. Classical LC Āรือ Column LC: ใช้อนุภาคที่มีขนาดใĀญ่ (โดยทั่üไปประมาณ 100-

250 mm) บรรจุในคอลัมน์ที่มีเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 1-5 เซนติเมตร 
2. High Performance (Liquid Chromatography, HPLC): ใช้อนุภาคที่มีขนาดเล็ก 

(โดยทั่üไปประมาณ 5-50 mm) บรรจุในคอลัมน์ที่มีเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 1-5 มิลลิเมตร ใช้ high 
pressure pump ในการช่üยใĀ้เฟÿเคลื่อนที่ไĀลผ่านคอลัมน์ชนิดลิคüิดโครมาโทรกราฟี 

  
2.6.2 เทคนิคของลิคüิดโครมาโทกราฟี  

โดยแบ่งตามกลไกการเกิดปฏิกิริยาระĀü่างÿารที่üิเคราะĀ์กับคอลัมน์ ได้แก่ 
2.6.2.1 โครมาโทกราฟีแบบดูดซับ (Adsorption chromatography)  
(ชัยüัฒน,์ 2564)a 

โครมาโทกราฟีแบบดูดซับ (adsorption chromatography) แยกÿารโดยอาýัย

Āลักการแทนของÿารที่จุดดูดซับอยู่บนผิüตัüดูดซับ โดยโมบายเฟÿที่เป็นตัüชะ Āรือÿาร

ตัüอย่างที ่ต้องการแยก แต่ละชนิดมีคüามÿามารถในการจับกับตัüดูดซับที ่แตกต่างกัน 

เรียกü่า ÿัมพรรคภาพ (affinity) จึงทำใĀ้ÿารแยกออกจากกันได้ โดยÿารที่ถูกดูดซับด้üยแรง

ยึดเĀนี่ยüต่ำกü่าจะเคลื่อนที่ไปได้เร็üกü่าÿารที่มีแรงยึดเĀนี่ยüÿูงกü่าตัüดูดซับ 
1. เฟÿคงที่ (stationary phase) : ของแข็ง คือตัüดูดซับซึ่งมีคüามÿามารถในการดูดซับ

ÿารแต่ละชนิดได้แตกต่างกัน 
2. เฟÿเคลื่อนที่ (mobile phase) : ของเĀลü เป็นระบบตัüชะ ซึ่งประกอบด้üยตัüทำ

ละลายชนิดเดียü Āรือ 2-3 ชนิดผÿมกันทำใĀ้เกิดÿภาüะมีขั้ü (polarity) ที่จะไปชะÿารที่

ต้องการแยกใĀ้Āลุดออกจากตัüดูดซับ 
การแยกÿารใĀ้ได้ประÿิทธิภาพที่ดี และใĀ้ผลคงที่ต้องคüบคุมคüามชื้นใĀ้คงที่และปราýจาก

ÿารปนเปื้อนตัüดูดซับเป็นÿารที่มีคüามÿามารถในการดูดซับÿารไü้ที่พื้นผิüด้üยแรงชนิดต่าง  ๆ เช่น 

แรงแüนเดอร์üาลล์ พันธะไฮโดรเจน ตัüดูดซับที่ดีต้องมีÿมบัติไม่ถูกละลายโดยตัüทำละลาย และไม่ทำ

ปฏิกิริยากับÿารที่ต้องการแยกĀรือตัüชะ โดยไม่ทำใĀ้ÿารที่ต้องการแยกเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตัüอย่างชนิดตัüดูดซับแÿดงใน (ตารางที่  2.1) การเลือกตัüดูดซับใĀ้เĀมาะÿมกับการแยกÿารต้อง

พิจารณาปัจจัยในเรื่องขนาดของเม็ดตัüดูดซับกัมมันตภาพ (activity) และÿภาüะมีขั ้üของÿารที่

ต้องการแยกเนื่องจากการดูดซับเกิดขึ้นที่บนผิü ดังนั้นตัüดูดซับจึงต้องมีขนาดเล็กเพื่อใĀ้มีพื้นที่มาก

ที่ÿุด ซึ่งขนาดของเม็ดดูดซับมีĀน่üยเป็นมิลลิเมตร Āรือเป็น mesh คüรเลือกตัüดูดซับที่มีคüาม

ละเอียดพอคüรเพราะทำใĀ้เกิดÿมดุลระĀü่างตัüดูดซับกับตัüชะได้ดี ÿ่งผลใĀ้แยกÿารได้ชัดเจน 

นอกจากนี้ขนาดเม็ดยังมีผลต่ออัตราไĀล และคüามÿม่ำเÿมอในคอลัมน์ โดยขนาดเม็ดที่ละเอียดจน

เป็นผงจะทำใĀ้ตัüชะไĀลช้า แต่ถ้าขนาดเม็ดĀยาบจนเกินไปจะทำใĀ้การบรรจุในคอลัมน์ไม่ÿม่ำเÿมอ 

และแรงแüนเดอร์üาลล์เกิดขึ้นจากการเกิดขั้üคู ่ (dipole) ชั่üขณะĀนึ่งของโมเลกุลĀนึ่ง ซึ่งมีผล

เĀนี่ยüนำใĀ้อีกโมเลกุลĀนึ่งที่อยู่ใกล้เคียงเกิดขั้üคู่ด้üยเป็นผลทำใĀ้ทั้งÿองโมเลกุลÿามารถดึงดูดซึ่งกัน

และกันด้üยแรงไฟฟ้าÿถิตย์ 
 

ตารางท่ี 2.1 ตัüดูดซับที่ใช้ในโครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์  

ทิý
ทา

งก
าร

ลด
ลง

ขอ
งก

มัม
ันต

ภา
พ

 

อะลูมินา (alumina) 
ตัüดูดซับอยา่งแรง 

 
ถ่าน (charcoal) 
ซิลิกาเจล (silica gel) 
แมกนีเซีย (magnesia) 

ตัüดูดซับปานกลาง 
 

แมกนีเซียม คาร์บอเนต 

(magnesium carbonate) 
แคลเซียมฟอÿเฟต (calciam 
phosphate) 
แคลเซียมคาร์บอเนต (calciam 
carbonate) 
อินูลิน (inulin) 

ตัüดูดซับอยา่งอ่อน 
แป้ง (starch) 
ซูโครÿ (sucrose) 
เซลลูโลÿ (celllulose) 

 
3. ตัüดูดซับท่ีดีต้องมีคุณÿมบัติ 

1. ไม่ถูกละลายโดยตัüทำละลาย 
2. ไม่ทำปฏิกิริยากับÿารที่ต้องการแยกĀรือตัüชะ 
3. ไม่ทำÿารที่ต้องการแยกเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4. การเลือกใช้ตัüดูดซับชนิดใดต้องพิจารณาคüบคู่ไปกับÿารที่ต้องการแยก 
1. ÿารที่ต้องการแยกมีÿภาพมีขั้üอ่อน ๆ คüรใช้ตัüดูดซับที่มีกัมมันภาพÿูงมิฉะนั้นจะถูกชะ

ออกอย่างรüดเร็üจนอาจไม่เĀ็นการแยก 
2. ÿารที่ต้องการแยกมีÿภาพมีข้ัüÿูง ตัüดูดซับที่ใช้ก็คüรมีกัมมันตภาพต่ำตัüชะ (ตารางท่ี 2.2) 

ที่ใช้มักใช้ตัüโมบายเฟÿมาผÿมกัน 2-3 ชนิด ซึ่งใĀ้ผลดีกü่าการใช้โมบายเฟÿชนิดเดียü การผÿมกัน

ของตัüโมบายเฟÿในอัตราÿ่üนต่าง ๆ ÿร้างÿภาพมีข้ัüใĀ้แก่ตัüชะแตกต่างกันออกไป  
 

ตารางท่ี 2.2 ตัüอย่างของโมบายเฟÿ 
นอร์มอลเฮกเซน (n-hexane) 
ไซโคลเฮกเซน(cyclohexane) 
คาร์บอนเตตราคลอไรด์ (carbon tetrachloride) 
โทลูอีน (toluene) 
เบนซีน (benzene) 
เมทธิลี่นคลอไรด์ (methylene chloride) 
นอร์มอลโพรพานอล (n-propanol) 
เอธิลแอซีเตต (cthyi acetate) 
ไอโชโพรพานอล (iso-propanol) 
คลอโรฟอร์ม (chloroform ) 
อะซีโทน (acetone) 
เอธานอล (ethanol) 
อะซีโทไนไตร (acetonitrile) 
เมธานอล (methanol) 
นำ (water) 

 
2.6.2.2 โครมาโทกราฟีแบบแบ่งÿ่üน (Partition chromatography)  
(ชยัüัฒน,์ 2564)b 

โครมาโทกราฟีแบบแบ่งÿ่üน (partition chromatography) เป็นระบบการแยกÿารที่มีเฟÿ

คงที่เป็นของเĀลüที่เคลือบอยู่บนตัüยึดที่เป็นของแข็ง เฟÿเคลื่อนที่ซึ่งเป็นของเĀลüเช่นกันแต่เป็นโม

บายเฟÿที่ผÿมได้เพียงบางÿ่üนกับโมบายเฟÿในเฟÿคงที่ โดยซิลิกาเจล, ดีเซลกัüร์ (kieselguhr) Āรือ

ผงเซลลูโลÿ มักใช้เป็นตัüยึดกับเฟÿคงท่ี โมบายเฟÿที่ใช้เป็นเฟÿเคลื่อนที่มักมÿีภาพมีข้ัüÿูงกü่า

ÿภาพมีขั้ü 

ต่ำ 

ÿูง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เทคนิคนี้เรียกü่า โครมาโทกราฟีแบบเฟÿปกติ (normal phase chromatography) ถ้ากรณีที่เฟÿ

คงที่เป็นโมบายเฟÿที่มีÿภาพมีขั้üต่ำกü่าในเฟÿเคลื่อนที่เพื่อใช้ในการแยกÿารประเภทไม่มีขั้ü เทคนิค

นี้เรียกü่า โครมาโทกราฟีแบบย้อนกลับ (reverse phase chromatography) ซึ่งต้องเคลือบผิüด้üย

ÿารจำพüกไม่ชอบน้ำ Āรือที่มีÿายโซ่ไฮโดรคาร์บอนเชื่อมติดอยู่ เช่น ซิลิกาเจลที่มีคาร์บอน เชื่อมติด

อยู่ การเคลื่อนที่ของÿารขึ้นอยู่กับคüามเข้มข้นÿัมพันธ์ในเฟÿเคลื่อนที่และเฟÿคงที่ ตัüถูกละลายจะ

เคลื่อนที่กลับไปกลับมาระĀü่างเฟÿทั้งÿองอัตราการเคลื่อนที่ของÿารขึ้นอยู่กับคüามÿามารถใน การ

ละลายของÿารในทั้งÿองเฟÿนั้น ซึ ่งÿามารถแÿดงเป็นค่าÿัมประÿิทธิ ์การแบ่งÿ่üน (partition 
coefficient Āรือค่า k คือ คüามเข้มข้นของÿารในเฟÿเคลื่อนที่Āารด้üย คüามเข้มข้นของÿารเฟÿคงที่ 

เมื่อถึงÿมดุลแล้ü ค่า k นี้มีค่าคงที่ตามอุณĀภูมิที่กำĀนด 
ดังนั้นÿารที่มีคüามÿามารถละลายในเฟÿคงที่ได้ดีกü่า จะเคลื่อนตัüไปได้ช้ากü่าÿารที่มี

คüามÿามารถละลายในเฟÿเคลื่อนที่ดี การเปลี่ยนÿ่üนผÿมของชนิดโมบายเฟÿมีผลเปลี่ยนแปลงการ

กระจายตัüของตัüถูกละลายในเฟÿคงที่ และเฟÿเคลื่อนที่ÿารบางชนิดÿามารถอยู่ในรูปของไอออนได้

Āลายรูป เช่นกรดอะมิโนÿามารถอยู่ในรูปแคตไอออน แอนไอออน ไอออนขั้üคู่ (zwitterion) Āรือ

ไอออนขั้üคู่รüมกับไอออนชนิดใดชนิดĀนึ่งอีกชนิด การแยกใĀ้ได้ผลดีคüรมีการคüบคุมรูปไอออนใĀ้

อยู่ในรูปใดรูปĀนึ่ง ซึ่งทำได้Āลายทาง เช่น เติมกรดĀรือด่างลงในÿารตัüอย่าง Āรือเติมบัฟเฟอร์ลงใน

เฟÿคงท่ี 
 

2.6.2.3 โครมาโทกราฟีแบบการแลกเปลี่ยนไอออน (Ion-Exchange 
Chromatography) (Mansoor., 2005)A  
 โครมาโทกราฟีแบบการแลกเปลี่ยนไอออนคือ เป็นการแยกÿารโดยอาýัยประจุของโมเลกุล

ÿาร โดยใช้เฟÿคงที่ บรรจุในคอลัมน์เป็นตัüกลางในการแลกเปลี่ยนไอออน ÿารที่ปล่อยออกมาจะ

ขึ้นอยู่กับÿภาüะของไอออนที่อยู่ในระบบ ÿารที่ต้องการแยกจะยึดติดกับตัüแลกเปลี่ยนไอออนด้üย

ประจุตรงข้ามกัน จะต้องใช้โมบายเฟÿเป็นตัüชะเพื่อใĀ้ÿารแยกออกจากกันได้ดี ในการเลือกโมบาย

เฟÿนั้นต้องคำนึงถึงตัüอย่างที่ต้องการแยก คüรเลือกใช้ โมบายเฟÿที่เข้ากันได้ดีกับตัüอย่างÿารที่

ต้องการแยก จะÿามารถทำใĀ้แยกÿารที่ต้องการได้ในปริมาณที่เยอะและบริÿุทธิ์มากข้ึน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.6.2.4 โครมาโทกราฟีแบบเจลฟิลเตรชัน (Gel filtration) Āรือ (Size-exclusion 
Chromatography) (Mansoor., 2005)B 
โครมาโทกราฟีแบบเจลฟิลเตรชัน เป็นเทคนิคโครมาโทกราฟีที่อาýัยการแยกÿาร โดยการใช้

ประโยชน์ของการแยกÿารโดยใช้คüามแตกต่างของโมเลกุลในเฟÿคงที่  เป็นการนำเจลที่เป็นÿารพอลิ

เมอร์ที่ไม่ÿามารถละลายน้ำดูดซับโมบายเฟÿได้ดี โดยภายในเจลจะมีรูพรุน ขนาดเล็ก ถ้าÿารที่

ต้องการ  แยกมีขนาดเล็กกü่ารูพรุนขอเจล ÿารนั้นก็จะÿามารถแยกได้ภายในเüลารüดเร็ü ÿ่üนÿารที่

ต้องการแยกถ้ามีขนาดที่ใĀญ่กü่ารูพรุนของเจล ก็จะต้องใช้เüลาในการแยกที่นานกü่า เนื่องจากขนาด

ของรูพรุมในเจลมีĀลากĀลายคüรเลือกเจลใĀ้มีคüามเĀมาะÿมกับÿารที่ต้องการแยก ในüิธีโครมาโท  

กราฟีแบบเจลฟิüเตรชันนิยมแยกÿารชีüโมเลกุลĀลายชนิด เช่น โปรตีน เอนไซม์ กรดนิüคลีอิค เป็น

ต้น 
 

2.6.2.5. โครมาโทกราฟีแบบแฟลชคอลัมน์ (Flash column chromatography) 
(Price et al., 1987)  
โครมาโทกราฟีแบบแฟลชคอลัมน์ เป็นเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบพิเýþที่ใช้แรงดัน (เช่น

ไนโตรเจน Āรืออากาý) Āรือปั๊มเพ่ือดันโมบายเฟÿผ่านคอลัมน์ โดยเฉพาะเทคนิคนี้ มีประโยชน์ช่üยใĀ้

อ ัตราการไĀลของโมบายเฟÿเร็üขึ้นกü่าการไĀลตามแรงโน ้มถ ่üง โดยโครมาโทกราฟีแบบ             

แฟลชคอลัมน์นิยมใช้เฟÿคงท่ี เป็น ซิลิกาเจล ซึ่งมีขนาดอนุภาคท่ีละเอียด 
โครมาโทกราฟีแฟลชคอลัมน์ (Flash column chromatography) มีข้อดีกü่าโครมาโท   

กราฟีแบบทั่üไป เนื่องจากแฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟีทำใĀ้โมบายเฟÿซึมผ่านคอลัมน์ได้เร็üกü่าโคร

มาโทกราฟีแบบทั่üไปที่มีอัตราการไĀลช้า ด้üยการใช้แรงดันอากาý ซึ่งช่üยในการเคลื่อนย้ายโมบาย

เฟÿผ่านคอลัมน์ด้üยคüามเร็üที่ÿูงขึ้น ÿามารถช่üยลดเüลาในการแยกÿารที่ต้องการทำใĀ้บริÿุทธิ์ ซึ่ง

ใช้เüลาเพียง 10-15 นาที ในการแยกÿาร นอกจากใช้เüลาที่น้อยลงแล้ü โครมาโทกราฟีแฟลชคอลัมน์

ยังมีข้อดีอ่ืน ๆ คือไม่ต้องใช้อุปกรณ์ราคาแพง และมีข้ันตอนการบรรจุที่ง่าย 
 
2.6.2.6. เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบเยื่อบาง (Thin-layer chromatography, TLC) 

 เทคนิคโครมาโทรกราฟีแบบเยื ่อบาง (Thin Layer Chromatography, TLC) ÿามารถใช้

üิเคราะĀ์ÿารได้ĀลากĀลายชนิดโดยการüิเคราะĀ์ด้üย TLC ต้องทำการĀาÿภาüะที่เĀมาะÿมเพื่อใĀ้ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ผลการüิเคราะĀ์ออกมาถูกต้องแม่นยํามากที่ÿุดซึ่งใĀ้ผลการüิเคราะĀ์ที่แม่นยําและมีคüามไüÿูง อีกทั้ง

มีราคาที่ถูกกü่าการüิเคราะĀ์ด้üย HPLC นอกจากนี้ได้มีการนํา TLC มาüิเคราะĀ์ÿารปนเปื้อนต่าง ๆ 

ในอาĀารอย่างไรก็ดียังไม่มีรายงานการนําเทคนิค TLC มาใช้ในการüิเคราะĀ์ÿารอาĀารในอาĀารไทย 

ซึ่งประกอบไปด้üยÿมุนไพรที่มีÿรรพคุณทางยาและÿารอาĀารที่เป็นประโยชน์จ ำนüนมาก ดังนั้น 

Āลักการของ TLC คือเฟÿคงที่จะถูกเคลือบติดไü้ที่แผ่นกระจก, แผ่นอลูมิเนียม Āรือแผ่นพลาÿติก

บางๆ ÿารจะถูกจุดไü้ที่ใกล้ ๆ ปลายด้านĀนึ่งของแผ่นโดยใช้Āลอด capillary Tube จากนั้นจึงนำ

แผ่นดังกล่าü ไปüางลงในภาชนะท่ีใÿ่เฟÿเคลื่อนที่ไü้ตื้น ๆ เมื่อโมบายเฟÿถูกดูดซึมข้ึนไปตามตัüดูดซับ

ด้üย capillary action ก็จะพาÿารตัüอย่างขึ้นไปด้üย จึงเกิดการแยกของÿารเกิดขึ้น ตัüอย่างเช่น 

Āากใช้ 
ซิลิกาเป็นเฟÿคงที่ และใช้โมบายเฟÿที่มีขั้üต่ำเป็นเฟÿเคลื่อนที่ÿารที่มีขั้üน้อยจะละลายได้ดีในเฟÿ

เคลื่อนที ่จึงÿามารถเคลื่อนที่ขึ้นไปพร้อมกับเฟÿเคลื่อนที่ ÿ่üนÿารที่มีข้ัüมากจะถูกดูดซับไü้ที่เฟÿคงที่

Āรือซิลิกาจึงไม่เคลื่อนที่ Āรือเคลื่อนที่ได้น้อยจึงเกิดการแยกขึ้นในระบบ (ยุทธนา และคณะ, 2566) 
 

1) การเลือกใช้โมบายเฟÿÿำĀรับเทคนิค TLC (solvent system)  
ประÿิทธิภาพในการแยกÿารที ่เĀมาะÿม จะขึ้นอยู ่กับการเลือกใช้โมบายเฟÿที่เป็นเฟÿ

เคลื่อนที่ เนื่องจากÿารผÿมที่อยู่ในÿารตัüอย่างมีÿภาพขั้üที่แตกต่างกันĀากเป็นÿารที่มีขั้üมากก็จะถูก

ดูดซับไü้ที่ซลิกิาเจลได้ดี จึงไม่เคลื่อนที่Āรือเคลื่อนที่ได้น้อยÿ่üนÿารที่มีÿภาพขั้üต่ำซึ่งละลายได้ดีในโม

บายเฟÿที่เป็นเฟÿเคลื่อนที่ จะเคลื่อนที่ไปกับเฟÿเคลื่อนที่ได้ดี จึงทำใĀ้เกิดการแยกในระบบโมบาย

เฟÿที่เĀมาะÿม ÿามารถนำÿารผÿมในตัüอย่างเคลื่อนที่ออกจากจุดที่แต้มÿารได้ทุกÿาร ช่üงค่า Rf ที่

ถือü่าเป็นโมบายเฟÿที่ดีคüรเคลื่อนที่ÿารใĀ้มีช่üงค่า Rf ตั้งแต่ 0.15 – 0.85 (ตาม ทฤþฎีคüรเป็น 0.2-

0.4) โมบายเฟÿที่เĀมาะÿมที่จะใช้เป็นเฟÿเคลื่อนที่อาจเป็นโมบายเฟÿเดี่ยüĀรือเป็นโมบายเฟÿผÿมก็

ได้ การเลือกโมบายเฟÿที่เĀมาะÿมมีขั้นตอนในการเลือกดังนี้ เนื่องจากปกติแผ่น TLC จะมีเฟÿคงที่

เป็นซิลิกาเจล (silica gel) ซึ่งมีขั้üÿูง โมบายเฟÿที่จะเลือกจะมีÿภาพขั้üต่ำกü่า ดังนั้นจึงคüรเลือก โม

บายเฟÿที่มีขั ้üต่างกันมาĀลาย ๆ ชนิด เช่น ปิโตรเลียมอีเทอร์ เบนซีน อีเทอร์ และเมทานอล 

เรียงลำดับ ตามจากÿภาพขั้üต่ำไปยังÿภาพขั้üÿูง การใช้กรดคาร์บอกซิลิก เช่น กรดอะซิติกก็ÿามารถ

ใช้ได้แต่จะใช้ใน อัตราÿ่üนที ่ต่ำเพราะกรดมีฤทธิ ์กัดกร่อนและมีขั ้üÿูงมากเมทิลีนคลอไรด์และ

คลอโรฟอร์มเป็นโมบายเฟÿที่ดีแต่มีคüามเป็นพิþจึงคüรใช้เท่าท่ีจำเป็นเท่านั้น

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เมื่อเรียงลำดับคüามมีขั ้üของโมบายเฟÿอินทรีย์แล้üใĀ้üางแผ่น TLC ที่จุดÿารตัüอย่างที่

ต้องการüิเคราะĀ์ลงบนแผ่น TLC แล้üüางลงในโมบายเฟÿแต่ละชนิด ๆ ละแผ่น Āาค่า Rf ของแต่ละ

แผ่นที่üางในโมบายเฟÿแต่ละชนิด แล้üจึงเลือกโมบายเฟÿที่ÿามารถแยกÿารได้ดีที่ÿุด Āากโมบายเฟÿ

เดี่ยüไม่ÿามารถแยกÿารได้ชัดเจน จะต้องเลือกใช้โมบายเฟÿผÿม โดยการผÿมโมบายเฟÿไม่มีขั้ü เช่น 

เฮกเซน กับโมบายเฟÿมีขั ้üเช่น เอทิล อะซิเตต (Ethyl Acetate)  Āรือ อะüิโตน (Acetone) ใน
อัตราÿ่üนต่าง ๆ แล้üเลือกอัตราÿ่üนที่เĀมาะÿมที่ÿุด (ยุทธนา และคณะ, 2566) 
 

2.6.2.7. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (üีรüรรณ, 2538) 

 High Performance Liquid Chromatography เป็นเทคนิคĀนึ่งของลิคüิดโครมาโทกราฟี

แบบคอลัมน์ ซึ่งของแข็งท่ีบรรจุในคอลัมน์มีขนาดเล็กÿามารถแยกได้อย่างรüดเร็üและมีประÿิทธิภาพ 

เนื่องจากมีการใช้คüามดันช่üยซึ่งÿามารถüิเคราะĀ์ได้ทั้งเชิงคุณภาพ และเชิงปริมาณ โดยเฉพาะÿารที่

ไม่ระเĀย และไม่คงตัüต่อคüามร้อน 
 

1. Āลักการของ HPLC 
HPLC เป็นเทคนิคแยกÿารผÿมโดยใช้เครื ่องÿูบแรงดันÿูง (high pressure pump) ÿูบ

ของเĀลüĀรือโมบายเฟÿซึ่งทำĀน้าที่เป็นเฟÿเคลื่อนที่ (mobile phase) พาÿารตัüอย่างที่ถูกฉีดเข้า

ทางช่องฉีดÿาร (injector) เคลื่อนที่ผ่านอนุภาคที่เป็นเฟÿคงที่ (stationary phase ) ซึ่งบรรจุอยู่ใน

คอลัมน์ (column) ÿารผÿมเคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์แล้üจะถูกแยกออกมาในเüลาที่ต่างกัน ซึ่ง ÿารผÿม

ที่อยู่ในตัüอย่างÿามารถถูกแยกออกจากกันได้นั้นขึ้นอยู่กับคüามÿามารถในการเข้ากันได้ดีของÿารนั้น

กับเฟÿเคลื่อนที่ Āรือ เฟÿคงที่ ÿารประกอบตัüไĀนที่ÿามารถเข้ากันĀรือละลายได้ดีกับ เฟÿเคลื่อนที่ 
ÿารนั้นก็จะถูกแยกออกมาก่อนÿ่üนÿารที่เข้ากันได้ไม่ดีกับ เฟÿเคลื่อนที่ Āรือเข้ากันได้ดีกับ เฟÿคงที่  
ก็จะถูกแยกออกมาทีĀลัง ผ่านเข้าÿู่เครื่องตรüจüัด (detector) ÿัญญาณที่ตรüจüัดได้ซึ ่งอยู่ในรูป

ÿัญญาณไฟฟ้าตามเüลาและปริมาณของÿารแต่ละตัüที่ตรüจüัดได้โดยÿัญญาณจะถูกÿ่งไปยังเครื่อง

บันทึกÿัญญาณแÿดงผลออกมาเป็นโครมาโทรแกรม (chromatogram) ประกอบด้üย พีค (peaks) 
ของÿารที่เป็นองค์ประกอบของÿารผÿม 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2. Normal phase  
เฟÿคงที่จะมี polarity ÿูงกü่าเฟÿเคลื่อนที่ ดังนั้นÿารที่มีขั้üมากจะถูกĀน่üงเĀนี่ยüใĀ้อยู่ใน

คอลัมน์ได้นานกü่าÿารที่มีขั้üน้อย ทำใĀ้ÿารที่มีขั้üน้อยออกจากคอลัมน์เร็üกü่าÿารที่มีขั้üมาก เĀมาะ

ÿำĀรับการüิเคราะĀ์ÿารที ่ไม่ละลายน้ำĀรือละลายได้ด ีในไขมัน  เช่น ÿารประกอบประเภท 

polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) ซึ่งเป็นÿารก่อมะเร็งที่มีปะปนทั่üไปในอากาý และน้ำ

เÿีย 
 

3. Reverse phase 
จะตรงกันข้ามกับ normal phase เฟÿคงที่จะมี polarity ต่ำกü่าเฟÿเคลื่อนที่ ÿารที่ มีขั้ü

มากจะออกจากคอลัมน์ได้เร็üกü่าÿารที่มีขั้üน้อย โครมาโทกราฟีประเภทนี้นิยมใช้กันอย่างกü้างขüาง

มาก เĀมาะÿำĀรับการแยกÿารประกอบที่ละลายได้เล็กน้อยในน้ำ แต่ÿามารถละลายได้ดีในโมบาย

เฟÿอ่ืนที่เข้ากับน้ำĀรือละลายในน้ำได้เป็นต้นü่า เมทานอล Āรือ อะซิโตไนไตรล์  
 
4. Detector  
เป็นÿ่üนที่ÿำคัญมากอีกÿ่üนĀนึ่งของเครื่อง HPLC เพื่อตรüจüัดÿารโดยüิเคราะĀ์Āาชนิด 

และปริมาณมีอยู่ด้üยกันĀลายชนิด แต่ชนิดที่มีการใช้กันมากมีอยู่ 3 ชนิดดังนี้ 
4.1. Ultraviolet visible detector (UV-VIS detector) เป็นเครื ่องตรüจüัดที ่นิยมใช้กัน

มากใน HPLC เพราะÿารมากกü่า 90% ดูดกลืนแÿงได้ เครื ่องüัดแบบเก่าจะเป็นแบบ fixed 
wavelength üัดได้ที่คüามยาüคลื่นเดียü ปัจจุบันนิยมใช้แบบ variable UV-VIS detector ÿามารถ

เปลี่ยนคüามยาüคลื่นได้ตั้งแต่ 200-800 นาโนเมตร เครื่องüัดแบบใĀม่จะเป็นแบบ photodiode 
array โดยที ่ระบบทางเด ินแÿงจะเป็นแบบย้อนแÿง ( reverse optic) ÿามารถÿแกน UV-VIS 
spectrum ได้รüดเร็üมากและในการüิเคราะĀ์ÿามารถเปรียบเทียบÿเปกตรัมที่เป็นÿามมิติได้ เป็นการ

เพ่ิมประÿิทธิภาพ คüามจำเพาะเจาะจงในการüิเคราะĀ์ 
4.2. Refractive index detector (RI เป็นเครื ่องตรüจüัดคüามแตกต่างของ detector) 

ดัชนีĀักเĀของตัüถูกทำละลาย Āรือÿารที่ต้องการüิเคราะĀ์กับเฟÿเคลื่อนที่เป็นüิธีที่มีคüามไüในการ

ตรüจüัดต่ำกü่า UV-VIS detector มาก แต่เป็นเครื่องที่ใช้ตรüจüัดÿารที่ถูกละลายในเฟÿเคลื่อนที่ได้

เกือบทุกชนิด ปริมาณของÿารที่ต้องการüิเคราะĀ์จะต้องมีมากพอÿมคüร จึงไม่เĀมาะกับการตรüจüัด

ÿารที่มีปริมาณน้อย เครื่องตรüจüัดจะมีคüามไüต่อการเปลี่ยนแปลงอุณĀภูมิมากเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.3. Fluorescence detector เป็นเครื่องตรüจüัดที่มีคüามไüÿูงกü่าเครื่อง UV และ RI มาก

ถึง 1,000 เท่า ใช้กับÿารประกอบที่เรืองแÿงได้เอง ĀรือทำใĀ้มันเรืองแÿงโดยüิธี derivatization ซึ่ง

เป็นการทำปฏิกิร ิยาระĀü่างÿารที ่ต ้องการüิเคราะĀ์ก ับÿารที ่เร ืองแÿงได ้ก ่อนการüัดด ้üย 

fluorescence detector 
 

2.6.3. งานüิจัยที่เกี่ยüข้อง 
เจนจิรา และคณะ, 2557 ýึกþาผลของการทดลองของฮอร์โมน NAA ที่คüามเข้มข้น 500 

มิลลิกรัมต่อลิตร, 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร, 3000 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 4000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

เปรียบเทียบกับฮอร์โมน IBA ที่คüามเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร, 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร, 3000 

มิลลิกรัมต่อลิตร และ 4000 มิลลิกรัมต่อลิตร ต่อการเกิดรากของĀม่อนโดยทำการทดลองคüาม

เข้มข้นละ 3 ซ้ำ โดยจะทำการเพาะเลี้ยงเป็นระยะเüลา 35 üัน พบü่า IBA ที่คüามเข้มข้น 1000 

มิลลิกรัมต่อลิตร มีอัตราการเกิดรากมากที่ÿุด 
อัจฉรา และคณะ, 2020 นำรากĀม่อนที่ใช้ในการüิจัย คือ Morus alba L. นำรากĀม่อน

อบแĀ้งที่อุณĀภูมิ 60 องýาเซลเซียÿ บดเป็นผงละเอียดจำนüน 3200 กรัมแĀ้ง มาÿกัดแบบต่อเนื่อง

ด้üยüิธี Soxhlet extraction ด้üยโมบายเฟÿที่มีข้ัüต่างกันคือ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล 

ตามลำดับ โดยใช้ปริมาตรตัüละลายแต่ละชนิดเท่ากับ 4 ลิตร ระเĀยแยกโมบายเฟÿออกด้üยเครื่อง

ระเĀยแĀ้งระบบÿุญญากาý (rotary evaporator) นำมาตรüจÿอบด้üยüิธี TLC ด้üยระบบโมบาย

เฟÿแบบที่ 1  เฮกเซน : ไดคลอโรมีเทน : กรดอะซิติก (70 : 30 : 0.3) และแบบที่ 2 คลอโรฟอร์ม : 

เมทานอล : น้ำ : กรดอะซิติก (52 : 28 : 15 :15) เป็นระบบโมบายเฟÿที่มีข้ัüÿูง ÿำĀรับการÿกัดเมทา

นอล ทำการÿังเกตและบันทึกผลภายใต้แÿงปกติ และ UV366 นาโนเมตร จากการทดลองของÿาร

ÿกัดไดคลอโรมีเทน ต้องทำการแยกÿารที ่ละลายได้ในเฮกเซนออกไปจะÿามารถใĀ้การยับยั้ง

เซลล์มะเร็งได้ÿูงถึงร้อยละ 86.7 ÿ่üนÿารÿกัดĀยาบเมทานอลต้องนำมาแยกเอาเฉพาะÿ่üนที่ละลาย

ได้ใน ไดคลอโรมีเทนจะใĀ้การยับยั้งเซลล์มะเร็งได้ÿูงถึงร้อยละ 95 และเนื่องจากปริมาณของÿารÿกัด

เมทานอลจากรากĀม่อนมีปริมาณÿูงÿุดคือร้อยละ 11.52 
Xu et al., 2020 ýึกþาÿารต้านการอักเÿบ และÿารต้านอนุมูลอิÿระจากผลของ Mulberry 

(Morus alba L.) โดยนำผลĀม่อนแĀ้ง 20 กิโลกรัม ÿกัดด้üยเอทานอล 70% เป็นเüลา 3 ชั่üโมง 

และถูกกรองแล้üนำไปแยกÿ่üนด้üยเฮกเซน(hexane), คลอโรฟอร์ม (chloroform) ด้üยüิธีโครมาโท

กราฟฟี แล้üÿดุท้ายนำไปüิเคราะĀ์โดยüิธี HPLCและนำไปทดÿอบฤทธิ์ต้านการอักเÿบด้üย MTTเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เพื่อüัดคüามเป็นพิþต่อเซลล์, การüัดปริมาณการผลิตไนตริก- ออกไซด์ (NO) มีบทบาทÿำคัญในการ

ทำใĀ้เกิดการอักเÿบ, üัดการต้านอนุมูลอิÿระ และการทดÿอบการยับยั้งของ α - glucosidase ใน
การýึกþาÿารประกอบ 70 ชนิด ที่ÿกัดจากผลของĀม่อนที่ถูกเĀนี่ยüนําโดย LPS ในเซลล์ไมโครเกลีย 

(BV-2) มีการยับยั้ง NO, α - glucosidase ต้านเบาĀüาน และยังÿามารถต้านอนุมูลอิÿระได้เป็น

อย่างดี ผลลัพธ์เĀล่านี้แÿดงใĀ้เĀ็นü่าการบริโภคĀม่อนอย่างÿมเĀตุÿมผลอาจช่üยป้องกัน และลดการ

เกิดโรคที่เก่ียüข้องกับการอักเÿบของระบบประÿาทและต้านอนุมูลอิÿระได้ 
Anis et al., 2003  ýึกþาการเพาะเลี้ยง การชักนํา การงอกใĀม่ และการเพิ่มจำนüนของต้น

Āม่อนโดยýึกþาจากการนำปลายยอด และÿ่üนปมจากยอดĀม่อนล้างใĀ้ÿะอาดด้üยน้ำประปาเป็น

เüลา 30 นาที จากนั ้นล้างด้üย ทีโพล์ (Teepol) 5% เป็นเüลา 8- 10 นาที และน้ำกลั ่นĀลัง

จากนั้น นำพืชมาฆ่าเชื้อด้üย HgCl2 0.1% เป็นเüลา 5 - 7 นาท ีนำปลายยอดท่ีผ่านการฆ่าเชื้อแล้üไป

เพาะเลี้ยงบนอาĀาร MS ที่เÿริมด้üย ออกซิน, ไซโตไคนิน และกรดอะมิโนÿองตัü (กลูตามีน และ 

แอÿปาร์จีน) ผลที่ได้บนอาĀาร MS ที่เÿริมด้üย BAP และ KN ในĀลอดทดลองเกิดยอดที่งอกใĀม่

เพิ่มขึ้นอย่างรüดเร็ü ÿ่üนการเพาะเลี้ยงปลายยอดและการขยายของลำต้นบนอาĀารMS ที่เÿริม

ด้üย BAP 2  มิลลิกร ัมต่อลิตร, NAA 0.2 มิลลิกร ัมต่อลิตร , แอÿปาร์จ ีน 25 มิลลิกร ัมต่อลิตร       

และกลูตามีน 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ผลที่ได้คือพืชมีการแตกĀน่อของตาที่ซอกใบในĀลอดทดลองĀน่อที่

โตแล้üได้รากประมาณ 80% จากĀน่อท่ีเลี้ยงบน MS ที่เÿริมด้üย NAA 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร พืชมีราก

ที่เต่งดีถูกย้ายลงดินด้üยอัตราการรอดตายอยู่ที่ 90% เทคนิคที่อธิบายไü้นี้เป็นüิธีการที่มีใช้ÿำĀรับการ

ขยายพันธุ์อย่างรüดเร็üในระดับการค้าของพืชÿüน และพืชที่มีคüามÿำคัญทางเýรþฐกิจ 
Katsube et al., 2006 ได้ýึกþาÿารÿกัดจากใบĀม่อนÿด (morus alba L.) และใบĀม่อน

แĀ้ง ด้üยเอทานอลคüามเข้มข้น 60% พบü่ามีÿาระÿำคัญที่ÿามารถต้านอนุมูลอิÿระชนิดฟลาโüนอยด์ 

ไกลโคไซต์ (flavonol glycosides) ที่มีฤทธิ์ต้านไขมันชนิดแอลดีแอลในกระแÿเลือดได้ นอกจากใบ

Āม่อนแล้ü ยังมีการýึกþาĀม่อนที่มีผลÿีขาü, ÿีแดง และÿีดำของĀม่อนต่างÿายพันธุ์ ผลปรากฏü่าผลÿี

ดำมีปริมาณของÿารประกอบฟีนอลิก และปริมาณฟลาโüนอยด์ÿูงที่ÿุด ÿ่üนในผลĀม่อนÿีขาüพบกรด

ไขมันจำเป็นแบบไม่อ่ิมตัü (Polyunsaturated fatty acid) และเป็นกรดไขมันกลุ่มโอเมก้า 6 ได้แก่     

ลิโนเลอิกในปริมาณท่ีÿูงÿุด นอกจากนี้ยังพบธาตุอาĀารต่างๆ เช่น ไนโตรเจน, ฟอÿฟอรัÿ, 

โพแทÿเซียม แคลเซียม, แมกนีเซียม, โซเดียม, เĀล็ก, ทองแดงแมงกานีÿ และÿังกะÿี ตามลำดับ อีก

ทั้งยังพบü่าเป็นแĀล่งที่ÿำคัญของÿารแอนโทไซยานิน (Anthocyanin)
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทท่ี3 

üิธีการดำเนินงานüิจัย 
3.1 พืชที่ใช ้ 
3.1.1 Āม่อน (Morus alba Linn.) จากคณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณ

ทĀารลาดกระบัง (ÿจล.)  
 
3.2 ÿารเคมีที่ใช้  
3. 2.1 0. 1 N HCl ( Hydrochloric acid)  
3. 2.2 0. 1 N NaCl ( Sodium chloride)  
3. 2.3 KCl ( Potassium chloride)  
3.2.4 Tween 20  
3.2.5 เมทานอล (Methanol)  
3.2.6 เอทิลแอลกอฮอล์ 70%  
3.2.7 เอทิลแอลกอฮอล์ 95%  
3.2.8 ไฮเตอร์  
3.2.9 เฮกเซน  
3.2.10 เอทิล อะซิเตท  
3.2.11 น้ำตาล (Sucrose)  
3.2.12 ผงüุ้น (Agar)  
3.2.13 น้ำกลั่น  
3.2.14 อาĀารÿูตร MS (Murashige & Skoog) 
 
3.3 อุปกรณ์  
3.3.1 ตัüกรอง 0.2 ไมครอน (Syringe Filter)  
3.3.2 กระบอกตüง 100 250 1000 มิลลิลิตร  
3.3.3 ขüดเพาะเลี้ยง 4 ออนซ์ (M) 8 ออนซ์ (L)  
3.3.4 ขüดโĀลแก้ü 24 ออนซ์  
3.3.5 มีดผ่าตัด 

3.3.7 เครื่อง HPLC (High-performance liquid chromatography)  
3.3.8 เครื่องกรองÿูญญากาý (Vacuum Filter)  
3.3.9 เครื่องเขย่า (Shaker)  
3.3.10 ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.3.11 เครื่องüัด pH (pH meter)  
3.3.12 ไมโครปิเปต ทิป (Micropipette tips)  
3.3.13 ตัüกรอง 0.45 ไมครอน (Syring Filter)  
3.3.14 คอลัมน์ÿำเร็จรูป C18  
3.3.15 ตะเกียงแอลกอฮอล์  
3.3.16 ช้อนตüง Āรือแท่งแก้ü  
3.3.17 ตะแกรงใÿ่Āลอดทดลอง  
3.3.18 ไมโครเüฟ (Microwave)  
3.3.19 Āลอดเซนติฟิüก์ 1 มิลลิลิตร  
3.3.20 ถ้üยเขียüปลูกไฮโดรโปนิกÿ์  
3.3.21 บีกเกอร์แก้ü 200, 500, 1000 มิลลิลิตร  
3.3.22 บีกเกอร์พลาÿติก 250, 500, 3000 มิลลิลิตร  
3.3.23 เพลทแก้ü  
3.3.24 ไฟแช็ค  
3.3.25 ปากคีบÿแตนเลÿ  
3.3.26 เครื่องüัดpH (pH meter)  
3.3.27 คอลัมน์กระบอกฉีดยา 
3.3.28 คอลัมน์โครมาโทกราฟี 
3.2.29 แผ่น TLC 
3.2.30 ซิลิกา เจล 
3.2.31 กระบอกÿูบเพ่ืออัดแรงดันในคอลัมน์ 
 
3.4 üิธดีำเนินการ 
3.4.1 การýึกþาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ในรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀารÿูตร1/4MS 
ทุก ๆ เดือนระยะเüลา 7 เดือน 

3.4.1.1 การเตรียมอาĀารแข็ง MS เต็มÿูตร 
 ทำการชั่งน้ำĀนักอาĀารÿำเร็จรูปมา 4.43 กรัม ,น้ำตาล 30 กรัม ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 

1 ลิตรแล้üนํามาปรับ pH ในช่üงที่ 5.6 ถึง 5.8 นำมาใÿ่üุ้น 8 กรัม ละลายüุ้นกับอาĀารใĀ้เข้ากันด้üย 

เครื่องไมโครเüฟ (Microwave) จากนั้นใÿ่ขüดเพาะเลี้ยงปริมาตร 20 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่

อุณĀภูมิ 121 องýาเซลเซียÿ 15 นาที คüามดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ü

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 3.4.1.2 การฟอกฆ่าเชื้อ 
 เลือกก้านĀม่อนที่มีÿีเขียüÿดที่ไม่อ่อนและไม่แก่จนเกินไป ตัดÿ่üนใบออกแล้üนำÿ่üนก้าน

ของĀม่อนมาล้างด้üยน้ำประปา ก่อนตัดÿ่üนข้อของก้านĀม่อนเป็นตัüüาย (Y) นำมาล้างผ่านน้ำ 

ระยะเüลา 15 นาที ย้ายข้อĀม่อนใÿ่ขüดที่มีแอลกอฮอล์ 70% เขย่าเป็นเüลา 30 üินาที จากนั้นย้าย

ข้อĀม่อนลงในไฮเตอร์ 20 % ที่มี tween-20 จำนüน 2 Āยด เขย่าเป็นเüลา 30 นาที นำÿ่üนข้อของ 
Āม่อนมาล้างด้üยน้ำกลั่นปลอดเชื้อ 4 ครั้ง นำข้อĀม่อนออกมาซับน้ำใĀ้แĀ้งด้üยกระดาþทิชชูปลอด

เชื้อ แล้üตัดÿ่üนÿีขาüที่เป็นบริเüณท่ีตายออก ก่อนจะย้ายลงขüดที่มีอาĀารตามüิธี ข้อ 3.4.1.1 นำมา

เพาะเลี้ยง ที่อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿใĀ้แÿงตลอด 24 ชั่üโมง 
 

3.4.1.3 การปรับÿภาพต้นĀม่อนในระบบไฮโดรโปนิกÿ์แบบน้ำนิ่ง 
 ทำการชั่งอาĀารÿำเร็จรูป MS ใĀ้ได้คüามเข้มข้น 1/24MS มา 0.185 กรัม ละลายในน้ำกลั่น

ปริมาตร 1 ลิตร ใÿ่ลงในขüดโĀลขüดละ 150 มิลลิลิตร คัดเลือกต้นĀม่อนจากข้อ 3.4.1.2 อายุ 2 
เดือน จำนüน 25 ต้น นำออกจากขüดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ล้างüุ้นออกจากรากใĀ้Āมด ย้ายลงในอาĀาร

เĀลüÿูตร MS ที่มีคüามเข้มข้น 1/24 ใĀ้บริเüณโคนรากของต้นĀม่อนอยู่ในอาĀารเĀลü จากนั้นนำ

ถุงพลาÿติกใÿเจาะรูครอบต้นĀม่อนเพ่ือลดการคายน้ำ ระยะเüลา 2 ÿัปดาĀ์ นำถุงพลาÿติกใÿที่ครอบ

ต้นĀม่อนออก เลี้ยงต่อจนครบ 30 üัน ที่อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ ใĀ้แÿงตลอด 24 ชั่üโมง 
 

3.4.1.4 การเตรียมอาĀารเĀลüÿูตร MS ที่มีคüามเข้มข้น 1/4MS  
 ทำการชั่งอาĀารÿำเร็จรูป MS ใĀ้ได้คüามเข้มข้น 1/4MS มา 1.1075 กรัม ละลายในน้ำกลั่น

ปริมาตร 1 ลิตร ใÿ่ลงในขüดโĀลขüดละ 500 มิลลิลิตร เพื่อนำไปใช้ในการเลี้ยงต้นĀม่อนในระบบ

ไฮโดรโปนิกÿ์แบบน้ำนิ่ง 
 

3.4.1.5 การýึกþาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอในรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀารÿูตร 

1/4MS ทุก ๆ เดือนระยะเüลา 7 เดือน 
 นำอาĀารจากข้อ 3.4.1.4 มาเพาะเลี้ยงต้นĀม่อนที่ถูกปรับÿภาพ จำนüน 25 ต้น ในระบบ

ไฮโดรโปนิÿก์แบบน้ำนิ่ง ระยะเüลา 7 เดือน โดยในทุก ๆ เดือน จะทำการตัดรากใĀ้เĀลือรากโคนต้น

ยาü 1 เซนติเมตร นำรากที่ตัดมาĀาน้ำĀนักแĀ้งและĀาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอในรากของต้น

Āม่อน นำต้นĀม่อนที่ถูกตัดรากแล้üมาเพาะเลี้ยงต่อในอาĀารใĀม่ที่มีคüามเข้มข้นเท่าเดิมเพ่ือใĀ้เกิดเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รากใĀม่ ทำการตัดใบทิ้งเพ่ือลดการคายน้ำ จะทำแบบนี้ทุก ๆ เดือน จนครบระยะเüลา 7 เดือน เพ่ือ

Āาน้ำĀนักแĀ้งของรากต้นĀม่อนและĀาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอในราก 
3.4.1.6 การÿกัดÿารมัลเบอร์โรไซด์เอจากรากของต้นĀม่อนด้üยüิธี Soxhlet 

Extraction 
 นำรากแĀ้งของต้นĀม่อนĀนัก 0.5 กรัม ปั่นด้üยเครื่องปั่นใĀ้ละเอียด นำกระดาþกรองĀ่อ

รากที ่ปั ่นละเอียดและ ใÿ่ลงใน Extraction chamber ของเครื ่องÿกัด Soxhlet เติม 100% เม

ทานอล ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ลงใน Boiling flask ระยะเüลาÿกัด 2 ชั่üโมง นำÿารÿกัดท่ีได้อบเพ่ือ

Āาน้ำĀนักแĀ้ง 
 

3.4.1.7 การüิเคราะĀ์ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซเอ ด้üยüิธี High performance liquid 
chromatography (HPLC)  
 เตรียมตัüอย่างÿารÿกัดรากของต้นĀม่อนตามüิธี ข้อ 3.4.1.6 มาละลายด้üย 70% เมทานอล 

ที่ทราบปริมาตร (ค่าเจือจาง) มากรองด้üยตัüกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร นำÿารÿกัดจากรากของต้น

Āม่อนที่ได้ไปฉีด HPLC 
ÿภาüะของโครมาโทกราฟ (HPLC)  

HPLC column   : ROC C18 ขนาด 4.6 x 150 บรรจุอนุภาค 5 ไมโครเมตร   
Mobile phase   : 60% Methanol: 0.1% Acetic acid  
Flow rate  : 1.0 มิลลิลิตร/นาที  
Detector   : UV 320 นาโนเมตร  
Pump Pressure  : 2079 PSI  
Injection volume : 20 ไมโครลิตร  

การคำนüณปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอจากการฉีดด้üยเครื่อง HPLC 
ตัüอย่าง การคำนüนรากแĀ้งของต้นĀม่อน 0.5 กรัมแĀ้ง ที่ÿกัดด้üยüิธี Soxhlet Extraction โดยนำ

ÿารÿกัดรากĀม่อนมาอบเพ่ือĀาน้ำĀนักแĀ้ง นำมาละลายด้üยเมทานอล 10 มิลลิลิตร แล้üจึงนำไปฉีด 

HPLC พบü่า มีคüามเข้มข้นของÿารมัลเบอร์โรไซด์เออยู่ 417.15 ppm แต่ต้องการทราบü่า รากแĀ้ง 

1 กรัม มีÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ กี่มิลลิกรัมต่อ1กรัมแĀ้ง คำนüณได้ ดังนี้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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üิธีการคำนüณ  ppm คือ 1ÿ่üนในล้านÿ่üน จึงแทนเป็นĀน่üย มิลลิกรัมต่อลิตร จะได้คüามเข้มข้น

ของÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 417.15 มิลลิกรัม ใน 1000 มิลลิลิตร ถ้าในโมบายเฟÿเมทานอล 10 

มิลลิลิตร จะมีคüามเข้มข้นของÿารมัลเบอร์โรไซด์เอกี่กรัม 

417.15 มิลลิกรัม 𝑥 10 มิลลิลิตร

1000 มิลลิลิตร
= 4.1715 มิลลิกรัม ใน 0.5 กรัมรากแĀ้ง 

 
และถ้าใน 1 กรัมจะมีÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

4.1715 มิลลิกรัม 𝑥 1กรัม

0.5 กรัมรากแĀ้ง
= 8.343 มิลลิกรัมต่อกรัมรากแĀ้ง 

 
3.4.2 การýึกþาอิทธิพลของอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น ¼MS ที่เพิ่มฮอร์โมน NAA Āรือ IBA 
ต่อการเจริญของรากและปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ในรากของต้นĀม่อน ระยะเüลาการเลี้ยง 1 
เดือน 

เตรียมอาĀารตามüิธี ข้อ 3.4.1.4 ที่เพ่ิมฮอร์โมน NAA ที่มีคüามเข้มข้น 0.25,1,4 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร เปรียบเทียบกับอาĀารตามüิธี ข้อ 3.4.1.4 ที่เพิ่มฮอร์โมน IBA ที่มีคüามเข้มข้น 0.25, 1, 4 
มิลลิกรัมต่อลิตร ลงในขüดโĀล ขüดละ 500 มิลลิลิตร คüามเข้มข้นละ 5 ซ้ำ นำต้นĀม่อนที่ถูกปรับ

ÿภาพตามüิธี ข้อ 3.4.1.3 จำนüน 30 ต้น มาชั่งน้ำĀนักÿดเริ ่มต้นและüัดคüามÿูงของต้นĀม่อน 

จากนั้นนำต้นĀม่อนมาเลี ้ยงในอาĀาร 1/4MS ที่เพิ ่มฮอร์โมนในระบบไฮโดรโปนิกÿ์แบบน้ำนิ่ง 

ระยะเüลา 1 เดือน Āลังจากครบเüลา 1 เดือน ทำการชั่งน้ำĀนักÿดÿุดท้ายและüัดคüามÿูงของต้น

Āม่อน เพ่ือýึกþาการเจริญเติบโตของต้นĀม่อน จาก Growth index ดังÿมการที่ 1 ทำการตัดรากต้น

Āม่อนจนĀมด นำรากที่ตัดมาĀาน้ำĀนักแĀ้งและนำรากแĀ้งของต้นĀม่อนมาÿกัดด้üยüิธี ตามüิธี ข้อ 

3.4.1.6 เพ่ือĀาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ตามüิธี ข้อ 3.4.1.7 

    𝐺𝑟𝑜𝑤𝑡ℎ 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑥 = น้ำĀนักÿดÿุดท้าย −  น้ำĀนักÿดเริ่มต้น 
น้ำĀนักÿดเริ่มต้น

   _______ ÿมการที1่ 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.4.3 การýึกþาอิทธิพลของอาĀารÿูตร 1/4MS ที่เพิ่มÿารประกอบ Ammonium nitrate, 
Potassium nitrate, Potassium dihydrogen phosphate ต่อการเจริญของรากและÿารมัล

เบอร์โรไซด์เอในรากของต้นĀม่อน ระยะเüลาการเลี้ยง 1 เดือน 
 เตรียมอาĀารตามüิธี ข้อ 3.4.1.4 ที่เพ่ิมÿารประกอบ Ammonium nitrate ที่มีคüามเข้มข้น 

10,40 มิลลิกรัมต่อลิตร เปรียบเทียบกับอาĀารตามüิธี ข้อ 3.4.1.4 ที่เพิ่มÿารประกอบ Potassium 
nitrate ที่มีคüามเข้มข้น 10, 40 มิลลิกรัมต่อลิตร และอาĀารตามüิธี ข้อ 3.4.1.4 ที่เพ่ิมÿารประกอบ 

Potassium dihydrogen phosphate ที่มีคüามเข้มข้น 10, 40 มิลลิกรัมต่อลิตร ลงในขüดโĀล ขüด

ละ 500 มิลลิลิตร คüามเข้มข้นละ 5 ซ้ำ นำต้นĀม่อนที่ถูกปรับÿภาพตามüิธี ข้อ 3.4.1.3 จำนüน 30 
ต้น มาชั ่งน้ำĀนักÿดเริ ่มต้นของต้นĀม่อน จากนั้นนำต้นĀม่อนมาเลี้ยงในอาĀาร  1/4MS ที่เพ่ิม

ÿารประกอบในระบบไฮโรโปนิกÿ์แบบน้ำนิ่งระยะเüลา 1 เดือน Āลังจากครบ 1 เดือน ทำการชั่ง

น้ำĀนักÿดÿุดท้าย เพื่อýึกþาการเจริญเติบโตของต้นĀม่อนจาก Growth index ดังÿมการที่ 1 ทำ

การตัดรากต้นĀม่อนจนĀมด นำรากที่ตัดมาĀาน้ำĀนักแĀ้งและนำรากแĀ้งของต้นĀม่อนมาÿกัดด้üย

üิธีข้อ 3.4.1.6 เพ่ือĀาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอตามüิธี ข้อ 3.4.1.7 
 
3.4.4 การทำบร ิÿ ุทธ ิ ์บางÿ ่üนของÿารÿก ัดจากรากของต ้นĀม ่อนด ้üยü ิธ ี  Column 
Chromatography  

3.4.4.1 การÿกัดÿารมัลเบอร์โรไซด์เอจากรากของต้นĀม่อนด้üยüิธี Reflux Extraction 
 นำรากแĀ้งของต้นĀม่อน 14 กรัม ปั ่นด้üยเครื่องปั่นใĀ้ละเอียด นำรากĀม่อนที่ปั ่นจน

ละเอียดและมาใÿ่ใน round bottom flask ของเครื ่องÿกัด Reflux ที่เติมน้ำกลั่นปริมาตร 500 
มิลลิลิตร ใช้ระยะเüลาในการÿกัด 12 ชั่üโมง นำÿารÿกัดท่ีได้ไปอบเพ่ือĀาน้ำĀนักแĀ้ง 
 

3.4.4.2 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Flash column chromatography โดยใช้โม

บายเฟÿ เป็น เฮกเซน (Hexane), เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate), เอทานอล (Ethanol), 
50%เอทานอล (50%Ethanol) และน้ำ (Water) ตามลำดับ  
 นำÿารÿกัดท่ีได้ตามüิธี ข้อ 3.4.4.1 มาละลายด้üย 50%เอทานอล ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ทำ

การเตรียมคอลัมน์กระบอกฉีดยาโดยการนำÿำลีอุดไü้บริเüณช่üงปลายคอลัมน์กระบอกฉีดยา เติม 

Silica gel ลงในคอลัมน์กระบอกฉีดยาÿูง 30 มิลลิลิตร เติมเอทานอล 30 มิลลิลิตร ทำการอัดแรงดัน

อากาýเข้าไปในคอลัมน์กระบอกฉีดยาเพ่ือใĀ้เอทานอลไĀลออกมา เติมÿารÿกัดจากรากĀม่อนที่เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ละลายไü้แล้üลงในคอลัมน์กระบอกฉีดยาปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั ้นเติมเฮกเซน (Hexane) 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทำการอัดแรงดันอากาýเพื่อเก็บตัüอย่างจากนั้นทำซ้ำด้üยüิธีเดิมโดยใช้ โมบาย

เฟÿ เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate), เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล (50%Ethanol) และน้ำ 

(Water) ตามลำดับ นำตัüอย่างที่ได้จากคอลัมน์กระบอกฉีดยามาอบเพื่อĀาน้ำĀนักแĀ้ง และนำมา

ละลายด้üย 70%เมทานอล ปริมาตร 4 มิลลิลิตร จากนั้นนำมาĀาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ตาม

üิธี ข้อ 3.4.1.7 
3.4.4.3 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Flash column chromatography โดยใช้โม

บายเฟÿเป็น เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล (50%Ethanol), น้ำ (Water) 
ตามลำดับ  

 นำÿารÿกัดท่ีได้ตามüิธี ข้อ 3.4.4.1 มาละลายด้üย 50%เอทานอล ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ทำ

การเตรียมคอลัมน์กระบอกฉีดยาโดยการนำÿำลีอุดไü้บริเüณช่üงปลายคอลัมน์กระบอกฉีดยา เติม    

ซิลิกาเจล (Silica gel) ลงในคอลัมน์กระบอกฉีดยา 30 มิลลิลิตร เติมเอทานอล 30 มิลลิลิตร ทำการ

อัดแรงดันอากาýเข้าไปในคอลัมน์กระบอกฉีดยาเพื่อใĀ้เอทานอลไĀลออกมา เติมÿารÿกัดจากราก

Āม่อนที่ละลายไü้แล้üลงในคอลัมน์กระบอกฉีดยาปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั ้นเติม เอทานอล 

(Ethanol) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทำการอัดแรงดันอากาýเพื่อเก็บตัüอย่างจากนั้นทำซ้ำด้üยüิธีเดิม

โดยใช้โมบายเฟÿ 50%เอทานอล (50%Ethanol), น้ำ (Water) ตามลำดับ นำตัüอย่างที่ได้จากการ

ผ่านคอลัมน์กระบอกฉีดยามาอบเพ่ือĀาน้ำĀนักแĀ้ง และนำมาละลายด้üย 70%เมทานอล ปริมาตร 4 
มิลลิลิตร จากนั้นนำมาĀาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ตามüิธี ข้อ 3.4.1.7 
 

3.4.4.4 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Classical adsorption column 

chromatography 
3.4.4.4.1 การคัดเลือกโมบายเฟÿด้üยüิธี Thin layer chromatography (TLC) 

 ใช้Āลอดรูเล็ก (Capillary tube) ขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 0.05 เซนติเมตร ลงในÿารÿกัด

ÿ่üนรากและÿ่üนยอด นำไปจุดเĀนือปลายด้านล่างของแผ่น TLC ประมาณ 1 เซนติเมตร โดยใĀ้ÿาร

ÿกัดทั้งÿองชนิดĀ่างกันจุดละ 1 เซนติเมตร รอใĀ้แĀ้ง นำแผ่นTLC üางในแนüตั้งในภาชนะปิด ที่มีโม

บายเฟÿ(เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate) ) 3 แบบ ในอัตราÿ่üน 1:3,1:1 
และ 3:1 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เพื่อเปรียบเทียบอัตราÿ่üนของโมบายเฟÿที่เĀมาะÿำĀรับนำมาทำ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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โมบายเฟÿทั้ง 3 ชนิด แล้üปล่อยใĀ้โมบายเฟÿเคลื่อนที่ขึ้นไปเรื่อย ๆ จนถึงระดับที่กำĀนด ยกแผ่น 

TLC ออกจากภาชนะ นำมาÿ่องใน UV box ที่คüามยาüคลื่น 365 นาโนเมตร 
 

3 . 4 . 4 . 4 . 2  การทำบร ิ ÿ ุ ทธิ์ บ า งÿ ่ üนด ้ üยü ิ ธ ี  Classical adsorption column 
chromatography โดยใช้โมบายเฟÿเป็น 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิเตท 
(Ethyl Acetate) ) 

 นำÿารÿกัดจากรากของต้นĀม่อนที่ÿกัดด้üยüิธีตามüิธี ข้อ 3.4.4.1 มาละลายด้üย 50%เอ

ทานอล ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ทำการเตรียมคอลัมน์โดยการนำÿำลีออุดไü้บริเüณช่üงปลายคอลัมน์ 

นำSilica gel มาผÿมกับโมบายเฟÿที่เĀมาะÿมที่ได้ตามüิธี ข้อ 3.4.4.4.1 จากนั้นลงในคอลัมน์ เปิด

üาลü์ใĀ้โมบายเฟÿไĀลออกมาจากคอลัมน์ เพ่ือเป็นการเตรียมคอลัมน์ใĀ้พร้อมใช้งาน โดยโมบายเฟÿ

จะไĀลออกมาจนถึงผิüĀน้าของ Silica gel เติมÿารÿกัดจากรากĀม่อน ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงใน

คอลัมน์รอใĀ้ÿารÿกัดจากรากĀม่อนซึมลงในคอลัมน์จนĀมด จากนั้นเติมโมบายเฟÿที่เĀมาะÿมที่ได้

ตามüิธี ข้อ 3.4.4.4.1 เปิดüาล์üใĀ้โมบายเฟÿไĀลออกจากคอลัมน์ โดยจะเริ่มเก็บตัüอย่างในช่üงที่ÿี

ของÿารÿกัดจากรากĀม่อน อยู่ในช่üงกลางคอลัมน์ โดยจะเก็บตัüอย่างครั้งละประมาณ 30 มิลลิลิตร 

ต่อขüด โดยจะเก็บตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์จนกü่าจะมีลักþณะÿีใÿ จึงĀยุดเก็บ นำตัüอย่างที่ได้ทั้งĀมด

ที่ได้มาอบเพื่อĀาน้ำĀนักแĀ้งของÿารÿกัด นำÿารÿกัดที่อบแĀ้งĀลังจากผ่านคอลัมน์มาละลายด้üย 

100%เมทานอล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นนำมาĀาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ตามüิธี ข้อ 

3.4.1.7 
 

3.4.4.4.3 ก า ร ท ำ บ ร ิ ÿ ุ ท ธ ิ ์ บ า ง ÿ ่ ü น ด ้ ü ย üิ ธี  Classical adsorption column 

chromatography โดยใชโ้มบายเฟÿเป็น 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิเตท 
(Ethyl Acetate) และ 50%เอทานอล (50%Ethanol)  

 นำÿารÿกัดจากรากของต้นĀม่อนที่ÿกัดด้üยüิธีตามüิธี ข้อ 3.4.4.1 มาละลายด้üย 50%เอ

ทานอล ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ทำการเตรียมคอลัมน์โดยการนำÿำลีออุดไü้บริเüณช่üงปลายคอลัมน์ 

นำ ซิลิกาเจล (Silica gel) มาผÿมกับโมบายเฟÿที่เĀมาะÿมที่ได้ตามüิธี ข้อ 3.4.4.4.1 จากนั้นเทลงใน

คอลัมน์ เปิดüาลü์ใĀ้โมบายเฟÿไĀลออกมาจากคอลัมน์ เพื่อเป็นการเตรียมคอลัมน์ใĀ้พร้อมใช้งาน 

โดยโมบายเฟÿจะไĀลออกมาจนถึงผิüĀน้าของ ซิลิกาเจล เติมÿารÿกัดจากรากĀม่อน ปริมาตร 15 
มิลลิลิตร ลงในคอลัมน์รอใĀ้ÿารÿกัดจากรากĀม่อนซึมลงในคอลัมน์จนĀมด จากนั้นเติม 1 : 3 (เอเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate) ) ปริมาตร 150 มิลลิลิตร เปิดüาล์üใĀ้โมบาย

เฟÿไĀลออกจากคอลัมน์ โดยจะเริ่มเก็บตัüอย่างในช่üงที่ÿีของÿารÿกัดจากรากĀม่อน อยู่ในช่üงกลาง

คอลัมน์ โดยจะเก็บตัüอย่างครั้งละประมาณ 30 มิลลิลิตร ต่อขüด เมื่อโมบายเฟÿĀมด เติม 50%เอ

ทานอล เรื่อย ๆ จนกü่าตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์จะมีลักþณะÿีใÿ จึงĀยุดเก็บ นำตัüอย่างที่ได้ทั้งĀมดมา

อบเพื่อĀาน้ำĀนักแĀ้งของÿารÿกัด และนำมาละลายด้üย 100%เมทานอล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

จากนั้นนำมาĀาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ตามüิธี ข้อ 3.4.1.7 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



34 
 

บทท่ี 4 

ผลการüิจัยและการอภิปรายผล 
4.1 การýึกþาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ในรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀารÿูตร1/4MS ทุก 

ๆ เดือนระยะเüลา 7 เดือน 
จากตารางที่ 4.1 พบü่า รากของต้นĀม่อนในเดือนที่ 1 มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.03 กรัม มี

ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 7.27 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก ,ในเดือนที่ 2 มีน้ำĀนักราก

แĀ้งต้นละ 0.04 กรัม มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 4.63 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก, ใน
เดือนที่ 3 มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.07 กรัม มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 8.89 มิลลิกรัมต่อกรัม

น้ำĀนักแĀ้งของราก , ในเดือนที่ 4 มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.06 กรัม มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

7.29 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก, ในเดือนที่ 5 มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.06 กรัม มีปริมาณ

ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 6.41 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก, ในเดือนที่ 6 มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้น

ละ 0.05 กรัม มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 8.18 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก, ในเดือนที่ 7 
มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.08 กรัม มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 7.43 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้ง

ของราก โดยพบü่ามีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอมากที่ÿุดในช่üงเดือนที่ 3 และมีปริมาณÿารมัลเบอร์

โรไซด์เอน้อยที่ÿุดในช่üงเดือนที่ 2 น้ำĀนักรากแĀ้งในแต่ละเดือนที่ได้นั้นไม่มีคüามแตกต่างกันอย่างมี

นัยÿำคัญทางÿถิติ ร้อยละ 95 ดังแÿดงใน รูปที่ 4.1.1 และ รูปที่ 4.1.2  
 

ตารางที่ 4.1 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอและน้ำĀนักแĀ้งของรากต้นĀม่อน ทุก ๆ เดือน ระยะเüลา 

7 เดือน  
อายุของต้นĀม่อน น้ำĀนักรากแĀ้ง(กรัม/ต้น) ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

(มิลลิกรัม/1กรัมแĀ้งของราก) 
1เดือน 0.03a 7.27d 
2เดือน 0.04a 4.63f 
3เดือน 0.07a 8.89a 
4เดือน 0.06a 7.29d 
5เดือน 0.06a 6.41e 
6เดือน 0.05a 8.18b 
7เดือน 0.08a 7.43c 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที ่4.1.1 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอของรากĀม่อนที่เลี้ยง 
ในอาĀาร 1/4MSทุก ๆ 1 เดือน ระยะเüลา 7 เดือน 

 

 
 

รูปที ่4.1.2 น้ำĀนักแĀ้งต่อต้นที่เลี้ยงในอาĀาร 
1/4MSทุก ๆ 1 เดือน ระยะเüลา 7 เดือน 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.2 การýึกþาอิทธิพลของอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่มฮอร์โมน NAA, IBA ต่อ

การเจริญของรากและปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ในรากของต้นĀม่อน ระยะเüลาการเลี้ยง 1 
เดือน 

จากตารางที่ 4.2 พบü่า ในอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่มฮอร์โมน IBA คüาม

เข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.16 กรัม มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

8.66มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก, ในอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่มฮอร์โมน 
IBA คüามเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.13 กรัม มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์

เอ 6.89 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก , ในอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพ่ิม

ฮอร์โมน IBA คüามเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.17 กรัม มีปริมาณÿารมัล

เบอร์โรไซด์เอ 9.14 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก, ในอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS 
ที่เพ่ิมฮอร์โมน NAA คüามเข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.05 กรัม มีปริมาณ

ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 7.91 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก, ในอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 

1/4MS ที่เพิ่มฮอร์โมน NAA คüามเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.03 กรัม มี

ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 5.44 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก, ในอาĀารÿูตร MS ที่คüาม

เข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่มฮอร์โมน NAA คüามเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.03 
กรัม มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 10.97มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก โดยพบü่ามีปริมาณ

ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอมากที่ÿุดในช่üงอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่มฮอร์โมน NAA 
คüามเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร และ มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอน้อยที่ÿุดในช่üงอาĀารÿูตร MS 
ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพ่ิมฮอร์โมน NAA คüามเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ำĀนักรากแĀ้งในแต่ละ

เดือนที่ได้นั้นไม่มีคüามแตกต่างกันอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติ ร้อยละ 95 ดังแÿดงใน รูปที่ 4.2.1 และ 
รูปที่ 4.2.2 

 
ตารางที่ 4.2 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอในรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยงด้üยอาĀาร 1/4 MSที่เพ่ิม

ฮอร์โมน NAAและIBA ในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน 
 

ชนิดและคüามเข้มข้นของฮอร์โมน  น้ำĀนักรากแĀ้ง(กรัม/ต้น) ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

(มิลลิกรัม/1กรัมแĀ้งของราก) 
1/4MS เพิ่ม IBA 0.25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 0.16a 8.66c 

1/4MS เพิ่ม IBA 1 มิลลิกรมัต่อลติร 0.13a 6.89e 
1/4MS เพิ่ม IBA 4 มิลลิกรมัต่อลติร 0.17a 9.14b 

1/4MS เพิ่ม NAA 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร 0.05a 7.91d 
1/4MS เพิ่ม NAA 1 มลิลิกรัมต่อลิตร 0.03a 5.44f 
1/4MS เพิ่ม NAA 4 มลิลิกรัมต่อลิตร 0.03a 10.97a เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 รูปที ่4.2.1 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอของรากĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS 

ที่เพ่ิมฮอร์โมน IBA และ NAA ในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน 
 

 
รูปที ่4.2.2 น้ำĀนักแĀ้งของรากĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS  

ที่เพ่ิมฮอร์โมน IBA และ NAA ในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน 
 

4.2.1 การýึกþา Growth index ของต้นĀม่อนในอาĀาร 1/4MS ที ่เพิ ่มฮอร์โมน NAA 

เปรียบเทียบกับฮอร์โมนIBA ที่มีคüามเข้มข้น 0.25, 1 และ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่เลี้ยงในระบบ

ไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน  

 จากตารางที่ 4.2.1 พบü่า ต้นĀม่อนที่ถูกเพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ในระยะเüลา 1 

เดือน ด้üยอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพ่ิมฮอร์โมน IBA คüามเข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร มี Growth index เฉลี่ย 2.16  ลักþณะของต้นĀม่อนที่ได้มีใบเยอะ ÿีเขียüÿด ต้นÿูง มีรากเกิด

ใĀมจ่ำนüนมาก
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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             ต้นĀม่อนที่ถูกเพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ในระยะเüลา 1 เดือน ด้üยอาĀารÿูตร MS 
ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่มฮอร์โมน IBA คüามเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร มี Growth index เฉลี่ย 

1.02  ลักþณะของต้นĀม่อนที่ได้มีใบเยอะ ÿีเขียüÿด  มีรากเกิดใĀม่จำนüนมาก, ต้นĀม่อนที่ถูก

เพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ในระยะเüลา 1 เดือน ด้üยอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่

เพิ่มฮอร์โมน IBA คüามเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร มี Growth indexเฉลี่ย 0.66 ลักþณะของต้น

Āม่อนที่ได้มีใบÿีเĀลืองเขียü มีรากเกิดใĀม่ , ต้นĀม่อนที่ถูกเพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ใน

ระยะเüลา 1 เดือน ด้üยอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่มฮอร์โมน NAA คüามเข้มข้น 
0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร มี Growth index เฉลี่ย 0.1 ลักþณะของต้นĀม่อนที่ได้มีใบÿีเĀลืองเขียü ไม่

พบรากที่เกิดใĀม่, ต้นĀม่อนที่ถูกเพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ในระยะเüลา 1 เดือน ด้üยอาĀาร

ÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่มฮอร์โมน NAA คüามเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร มี Growth 

index เฉลี่ย 0  ลักþณะของต้นĀม่อนที่ได้มีใบÿีเĀลือง ใบร่üง ไม่พบรากที่เกิดใĀม่ , ต้นĀม่อนที่ถูก

เพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ในระยะเüลา 1 เดือน ด้üยอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่

เพ่ิมฮอร์โมน NAA คüามเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร มี Growth index เฉลี่ย 0 ลักþณะของต้นĀม่อน

ที่ได้มีใบÿีเĀลือง ใบร่üง ไม่พบรากที่เกิดใĀม่ ดังแÿดงใน รูป 4.2.3  
 
ตารางที ่ 4.2.1 ค่าเฉลี ่ย Growth index ของต้นĀม่อนในอาĀาร1/4MS ที ่เพิ ่มฮอร์โมน NAA 

เปรียบเทียบกับฮอร์โมน IBA ที่มีคüามเข้มข้น 0.25, 1 และ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่เลี้ยงในระบบไฮโดร

โปนิกÿ์ระยะเüลา 1 เดือน 

อาĀาร

ÿูตร 
ÿารคüบคุมการ

เจริญเติบโต 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
น้ำĀนักÿด

เริ่มต้น 

ค่าเฉลี่ย 
น้ำĀนักÿด

ÿุดท้าย 

ค่าเฉลี่ย Growth 
index 

ของต้นĀม่อน 
 
 

1/4MS 
 

IBA 0.25 3.94 11.48 2.16 ± 1.30 
IBA 1 3.56 7.10 1.02 ± 0.34 
IBA 4 4.21 6.52 0.66 ± 0.37 

NAA 0.25 3.34 3.35 0.1 ± 0.18 
NAA 1 3.74 2.72 0 
NAA 4 3.26 1.87 0 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(A)                                    (B)                                    (C) 

   
            (D)                                     (E)                                     (F) 

รูปที่ 4.2.3. ลักþณะที่ของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS ที่เพิ่มฮอร์โมน NAA เปรียบเทียบกับ

ฮอร์โมน IBA ที ่มีคüามเข้มข้น 0.25, 1 และ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ที ่เลี ้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์

ระยะเüลา 1 เดือน รูป (A) แÿดงลักþณะของต้นĀม่อนที่เลี ้ยงในอาĀาร 1/4MS เพิ่ม IBA 0.25 

มิลลิกรัมต่อลิตร, รูป (B) แÿดงลักþณะของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS เพ่ิม IBA 1 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร, รูป (C) แÿดงลักþณะของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS เพิ่ม IBA 4 มิลลิกรัมต่อลิตร, รูป 

(D) แÿดงลักþณะของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS เพิ่ม NAA 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร, รูป (E) 

แÿดงลักþณะของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS เพิ่ม NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และรูป F แÿดง

ลักþณะของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS เพ่ิม NAA 4 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.3 การýึกþาอิทธิพลของอาĀารÿูตร 1/4MS ที ่เพิ ่มÿารประกอบ Ammonium nitrate, 
Potassium nitrate, Potassium dihydrogen phosphate ต่อการเจริญของรากและÿารมัล

เบอร์โรไซด์เอในรากของต้นĀม่อน ระยะเüลาการเลี้ยง 1 เดือน 
จากตารางที ่ 4.3 พบü่า ในอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ ่มÿารประกอบ 

Ammonium nitrate คüามเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.14 กรัม มี

ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 10.31 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก, ในอาĀารÿูตร MS ที่คüาม

เข้มข้น 1/4MS ที่เพิ ่มÿารประกอบ Ammonium nitrate คüามเข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อลิตร มี

น้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.13 กรัม มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 9 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของ

ราก, ในอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ทีเ่พ่ิมÿารประกอบ Potassium nitrate คüามเข้มข้น 
10 มิลลิกรัมต่อลิตร มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.10 กรัม มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 7.41 มิลลิกรัม

ต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก , , ในอาĀารÿูตร MS ที ่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ ่มÿารประกอบ 

Potassium nitrate คüามเข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อลิตร มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.13 กรัม มีปริมาณ

ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 11.09 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก , ในอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 

1/4MS ทีเ่พ่ิมÿารประกอบ Potassium dihydrogen phosphate คüามเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร 

มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.14 กรัม มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 8.89 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้ง

ของราก, ในอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่มÿารประกอบ Potassium dihydrogen 
phosphate คüามเข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อลิตร มีน้ำĀนักรากแĀ้งต้นละ 0.08 กรัม มีปริมาณÿารมัล

เบอร์โรไซด์เอ 9.91 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของราก โดยพบü่ามีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ

มากที่ÿุดในช่üงอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ทีเ่พ่ิมÿารประกอบ Potassium nitrate คüาม

เข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อลิตร และ มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอน้อยที่ÿุดในช่üงอาĀารÿูตร MS ที่

คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่มÿารประกอบ Potassium nitrate คüามเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร 

น้ำĀนักรากแĀ้งในแต่ละเดือนที่ได้นั้นไม่มีคüามแตกต่างกันอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติ ร้อยละ 95 ดัง

แÿดงใน รูปที่ 4.3.1 และ รูปที่ 4.3.2

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.3 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอในรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยงด้üยอาĀารÿูตร1/4 MS ที่เพ่ิม

ÿารประกอบ ในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน 
ชนิดและคüามเข้มข้นของแร่ธาตุ น้ำĀนักรากแĀ้ง(กรัม/ต้น) ปริมาณเฉลี่ยของÿารมัล

เบอร์โรไซด์เอ (มิลลิกรัม/

กรัมน้ำĀนังแĀ้ง) 
1/4MS เพิ่ม NH₄NO₃ 
10 มิลลิกรัมต่อลติร 

0.14a 10.31b 

1/4MS เพิ่ม NH₄NO₃  
40 มิลลิกรัมต่อลติร 

0.13a 9d 

1/4MS เพิ่ม KNO3  
10 มิลลิกรัมต่อลติร 

0.10a 7.41e 

1/4MS เพิ่ม KNO3 
40 มิลลิกรัมต่อลติร 

0.13a 11.09a 

1/4MS เพิ่ม KH2PO4 
10 มิลลิกรัมต่อลติร 

0.14a 8.89d 

1/4MS เพิ่ม KH2PO4  
40 มิลลิกรัมต่อลติร 

0.08a 9.91c 

 
 

 
 

รูปที่ 4.3.1 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอของรากĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร  
1/4MS ที่เพ่ิมÿารประกอบ ในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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42 

 
 

รูปที ่4.3.2 น้ำĀนักแĀ้งของรากĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร1/4MS  
ที่เพ่ิมÿารประกอบ ในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน 

 
4.3.1 การý ึกþา  Growth index ของต ้นĀม ่อนในอาĀาร1/4MS ท ี ่ เพ ิ ่มÿารประกอบ 

Ammonium nitrate (NH₄NO₃), Potassium nitrate (KNO3) และPotassium dihydrogen 
phosphate (KH2PO4)  ที่มีคüามเข้มข้น 10 และ 40 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในระบบไฮโดร

โปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน 
จากตารางที่ 4.3.1 พบü่าต้นĀม่อนที่ถูกเพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ในระยะเüลา 1 

เดือน ด้üยอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่มÿารประกอบ Ammonium nitrate คüาม

เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร มี Growth index เฉลี่ย 3.13 ลักþณะของต้นĀม่อนที่ได้มีใบเยอะ ÿี

เขียüÿด ต้นÿูง มีรากเกิดใĀม่จำนüนมาก, ต้นĀม่อนที่ถูกเพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ในระยะเüลา 

1 เดือน ด้üยอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ทีเ่พ่ิมÿารประกอบ Ammonium nitrate คüาม

เข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อลิตร มี Growth index เฉลี่ย 2.35 ลักþณะของต้นĀม่อนที่ได้มีใบเยอะ ÿี

เขียüÿด ต้นÿูง มีรากเกิดใĀม่จำนüนมาก ทำการเลี้ยง 5 ซ้ำแต่ต้นĀม่อนเĀลือรอด 4 ซ้ำ, ต้นĀม่อนที่

ถูกเพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ในระยะเüลา 1 เดือน ด้üยอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS 
ที่เพิ่มÿารประกอบ Potassium nitrate คüามเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร  มี Growth index เฉลี่ย 

2.12 ลักþณะของต้นĀม่อนที่ได้มีใบน้อย ÿีเขียüÿด มีรากเกิดใĀม่จำนüนมาก ,ต้นĀม่อนที ่ถูก

เพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ในระยะเüลา 1 เดือน ด้üยอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่

เพิ่มÿารประกอบ Potassium nitrate คüามเข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อลิตร มี Growth index เฉลี่ย 

1.98 ลักþณะของต้นĀม่อนที่ได้มีใบเยอะ ÿีเขียüปนเĀลือง มีรากเกิดใĀม่จำนüนน้อย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ต้นĀม่อนที่ถูกเพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ในระยะเüลา 1 เดือน ด้üยอาĀารÿูตร MS ที่

คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่ม Potassium dihydrogen phosphate คüามเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร มี Growth index เฉลี่ย 1.92 ลักþณะของต้นĀม่อนที่ได้มีใบเยอะ ÿีเขียüปนเĀลือง มีรากเกิด

ใĀม่จำนüนน้อย ทำการเลี้ยง 5 ซ้ำแต่ต้นĀม่อนเĀลือรอด 4 ซ้ำ, ต้นĀม่อนที่ถูกเพาะเลี้ยงในระบบ

ไฮโดรโปนิกÿ์ในระยะเüลา 1 เดือน ด้üยอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่ม Potassium 
dihydrogen phosphate คüามเข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อลิตร มี Growth index เฉลี่ย 1.92 ลักþณะ

ของต้นĀม่อนที่ได้มีใบเยอะ ÿีเขียüปนเĀลือง มีรากเกิดใĀม่จำนüนน้อย ทำการเลี้ยง 5 ซ้ำ แต่ต้น

Āม่อนเĀลือรอด 2 ซ้ำ ดังแÿดงใน รูป 4.3.3 
 
ตารางที ่ 4.3.1 ค่าเฉลี ่ย Growth index ของต้นĀม่อนในอาĀาร1/4MS ที ่เพิ ่มÿารประกอบ 

Ammonium nitrate (NH₄NO₃), Potassium nitrate (KNO3) แ ล ะ Potassium dihydrogen 
phosphate (KH2PO4) ที่มีคüามเข้มข้น 10 และ 40 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ 

ระยะเüลา 1 เดือน 
อาĀารÿตูร ÿารคüบคมุการ

เจริญเติบโต 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
น้ำĀนักÿด 

เริ่มต้น 

ค่าเฉลี่ย 
น้ำĀนักÿด 
ÿุดท้าย 

ค่าเฉลี่ย Growth 
indexของต้นĀม่อน 

 
 
 

1/4MS 

NH₄NO₃ 10 2.67 10.64 3.13 ± 1.81 
NH₄NO₃ 40 3.03 9.08 2.35 ± 1.97 
KNO3 10 2.44 9.45 2.12 ± 1.85 
KNO3 40 2.95 8.64 1.98 ± 1.40 

KH2PO4 10 3.03 10.34 1.92 ± 2.53 
KH2PO4 40 2.54 9.11 0.85 ± 0.60 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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(A)                                 (B)    (C) 

   
 (D)    (E)    (F) 
รูปที่ 4.3.3 ลักþณะของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS ที่เพ่ิมÿารประกอบ Ammonium nitrate 
(NH₄NO₃), Potassium nitrate (KNO3), Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) ท ี ่ม ีคüาม

เข้มข้น 10 และ 40 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน ที่รูป (A) 
แÿดงลักþณะของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS เพ่ิม NH₄NO₃  10 มิลลิกรัมต่อลิตร, รูป (B) แÿดง

ลักþณะของต้นĀม่อนที่เลี ้ยงในอาĀาร 1/4MS เพิ่ม NH₄NO₃  40 มิลลิกรัมต่อลิตร, รูป (C) แÿดง

ลักþณะของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS เพ่ิม KNO3 10 มิลลิกรัมต่อลิตร, รูป (D) แÿดงลักþณะ

ของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS เพิ่ม KNO3 40 มิลลิกรัมต่อลิตร, รูป (E) แÿดงลักþณะของต้น

Āม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS เพิ่ม KH2PO4 10 มิลลิกรัมต่อลิตร และรูป (F) แÿดงลักþณะของต้น

Āม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS เพ่ิม KH2PO4 40 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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4.4 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Flash column chromatography โดยใช้โมบายเฟÿเป็น 

เฮกเซน (Hexane), เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate), เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล 

(50%Ethanol), น้ำ (Water) ตามลำดับ  
 จากตารางที่ 4.4 พบü่า ในช่üงโมบายเฟÿ เฮกเซน มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 11 PPM, 
ในช่üงโมบายเฟÿ เอทิล อะซิเตท มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 715 PPM, ในช่üงโมบายเฟÿ เอ

ทานอล มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 1273 PPM, ในช่üงโมบายเฟÿ 50%เอทานอล มีปริมาณ

ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 1414 PPM, ในช่üงโมบายเฟÿ น้ำครั้งที่ 1 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 137 
PPM และ ในช่üงโมบายเฟÿ น้ำครั้งที่ 2 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 23 PPM ในช่üงที่มากที่ÿุดที่

พบÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ อยู่ในช่üง 50%เอทานอล และ เอทานอล โดยในช่üง เอทานอลนั้นมีลักþณะ

ÿีใÿ และไม่พบตะกอน ดังแÿดงใน รูป 4.4 
 
ตารางที่ 4.4 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอที่อยู่ในโมบายเฟÿ เฮกเซน (Hexane), เอทิล อะซิเตท 

(Ethyl Acetate), เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล (50%Ethanol), น้ำ (Water) ตามลำดับ 

ด้üยüิธี Flash column chromatography  
โมบายเฟÿที่ใช้ ปริมาณÿารmulberroside A ที่ได้ (PPM) 

Hexane 11 
Ethyl Acetate 715 

Ethanol 1273 
50% Ethanol 1414 

ล้างคอลัมน์ด้üยน้ำครั้งที่ 1 137 
ล้างคอลัมน์ด้üยน้ำครั้งที่ 2 23 
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รูปที่ 4.4 ÿีของตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์กระบอกฉีดยาที่ใช้โมบายเฟÿ เฮกเซน(ก) ,  
เอทิล อะซิเตท(ข)  , เอทานอล(ค)  , 50%เอทานอล(ง)  , น้ำครั้งที1่(จ) และ น้ำครั้งที่2(ฉ)  ตามลำดับ 
 
 
4.5 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Flash column chromatography โดยใช้โมบายเฟÿเป็น   

เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล (50%Ethanol) และ น้ำ (Water) ตามลำดับ  
จากตารางที่ 4.5 พบü่าการผ่านคอลัมน์กระบอกฉีดยามีการตกตะกอนเกิดขึ้น จึงเก็บแยก

เป็นÿ่üนของตะกอนที่ไม่ละลายในโมบายเฟÿต่างๆ ในช่üงตัüอย่างเอทานอลมีปริมาณÿารมัลเบอร์โร

ไซด์เอ 8.5782 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของÿารÿกัด และในตะกอนที่ไม่ละลายในเอทานอลมี

ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 42.034 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของÿารÿกัด, ในช่üงตัüอย่าง 50% 

เอทานอล มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 57.1061 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของÿารÿกัด และใน

ตะกอนที่ไม่ละลายใน 50% เอทานอล  มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 43.7596 มิลลิกรัมต่อกรัม

น้ำĀนักแĀ้งของÿารÿกัด, ในช่üงตัüอย่างน้ำ มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 54.6303 มิลลิกรัมต่อ

กรัมน้ำĀนักแĀ้งของÿารÿกัด และในตะกอนที่ไม่ละลายในน้ำ มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

34.3678 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของÿารÿกัด จากการทดลองครั้งนี้พบü่าปริมาณÿารมัลเบอร์โร

ไซด์เอที่ได้มีการกระจายตัüอยู่ในทุกช่üงของคอลัมน์ ÿีของตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์มีลักþณะÿีน้ำตาล

อ่อนไปจนถึงน้ำตาลเข้ม ดังแÿดงใน รูป 4.5  
 
 

ก ฉ จ ง ค ข 
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ตารางที่ 4.5 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอที่อยู่ในโมบายเฟÿ เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล 

(50%Ethanol) และ น้ำ (Water) ตามลำดับ ด้üยüิธี Flash column chromatography  
 

โมบายเฟÿ น้ำĀนักแĀ้ง 
ของÿารÿกัด 

(g) 

ค่าการเจือจางก่อน

นำไปฉีดHPLC 
(มิลลิลิตร) 

คüามเข้มขน้ของ

ÿารมัลเบอร์โร

ไซด์เอที่ได้จาก

เคร่ืองHPLC 

(PPM) 

ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

(มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้ง

ของÿารÿกัด) 

Ethanol 0.5881 70 72.069 8.5782 
50%Ethanol 0.6057 70 494.1312 57.1061 

น้ำ 0.8765 100 478.835 54.6303 
ตะกอนที่ได้จาก

Ethanol 
0.1 30 140.1124 42.034 

ตะกอนที่ได้จาก

50%Ethanol 
0.1011 30 147.4686 43.7596 

ตะกอนที่ได้จาก

น้ำ 
0.0143 20 24.5734 34.3678 

 
 

 
 

รูปที่ 4.5 ÿีของตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์กระบอกฉีดยาที่ได้จาก ตะกอนที่ได้จากเอทานอล(ก) ,  
ตะกอนที่ได้จาก50%เอทานอล(ข)  , ตะกอนที่ได้จากน้ำ(ค)  , เอทานอล(ง)  ,  

50%เอทานอล(จ)  และ น้ำ(ฉ)  ตามลำดับ 

ฉ 
จ ง 

ค ข ก 
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4.6 การคัดเลือกโมบายเฟÿด้üยüิธี Thin layer chromatography (TLC) 
 จากตารางที่ 4.6 พบü่า ในช่üงโมบายเฟÿที่ใช้ 1:3 เอทานอล : เอทิล อะซิเตท มีการแยก

ของÿารÿกัดรากĀม่อนและÿารÿกัดยอดĀม่อน ได้ดีกü่าในช่üงโมบายเฟÿ 1:1 และ 3:1 เอทานอล : 
เอทิล อะซิเตท 
 
ตารางท่ี 4.6 การเปรียบเทียบอัตราÿ่üนของโมบายเฟÿ (เอทานอล : เอทิล อะซิเตท) 

อัตราÿ่üนโมบายเฟÿ 
(เอทานอล : เอทิล อะซิเตท) 

ภาพจากการÿ่องผ่าน UV Box  
(คüามยาüคลื่น 365 nm) 

3 : 1 

 

1 : 1 

 

1 : 3 

 

 

ยอด ราก 

ยอด 

ยอด 

ราก 

ราก 
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4.7 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Classical adsorption column chromatography โดยใช้

โมบายเฟÿ 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate) )  
 จากตารางที่ 4.7 พบü่า ในช่üงขüดที่ 1 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 16.78 มิลลิกรัมต่อ1
กรัมแĀ้งของÿารÿกัด,ในช่üงขüดที่ 2 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 10.77 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของ

ÿารÿกัด ,ในช่üงขüดที่ 3 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 27.85 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของÿารÿกัด,
ในช่üงขüดที่ 4 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 32.26 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของÿารÿกัด ,ในช่üงขüดที่ 

5 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 50 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของÿารÿกัด ,ในช่üงขüดที่ 6 มีปริมาณ

ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 58.84 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของÿารÿกัด ,ในช่üงขüดที่ 7 มีปริมาณÿารมัลเบอร์

โรไซด์เอ 72.37 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของÿารÿกัด , ในช่üงขüดที่ 8 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

55.39 มิลลิกร ัมต่อกร ัมแĀ้งของÿารÿกัด , ในช่üงขüดที ่ 9  มีปริมาณÿารมัลเบอร ์โรไซด ์เอ 

43.71 มิลลิกร ัมต่อกรัมแĀ้งของÿารÿกัด , ในช่üงขüดที ่ 10 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

41.92 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของÿารÿกัด และ ในช่üงขüดที่ 11 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

36.81 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของÿารÿกัด จากการทดลองครั้งนี้พบü่าปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ อยู่

รüมกันมากในช่üงเดียüกัน ÿีของตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์ที่ได้มีลักþณะÿีเĀลืองใÿ ไม่มีตะกอน เĀมาะ

ÿำĀรับการต่อยอดเพ่ือทำผลึกÿารมัลเบอร์โรไซด์เอต่อไป ดัง รูป 4.6 
 
ตารางที่ 4.7 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอที่อยู่ในขüดเก็บตัüอย่างจากการผ่านคอลัมน์üิธี Classical 
adsorption column chromatography โดยใช้โมบายเฟÿ 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะ

ซิเตท (Ethyl Acetate) )  

ลำดับ 

น้ำĀนักแĀ้ง 
ของÿารÿกัด 

(g) 

ค่าการเจือจาง

ก่อนนำไปฉีด

HPLC 
(มิลลิลิตร) 

คüามเข้มขน้ของÿารมัลเบอร์

โรไซด์เอที่ได้จากเคร่ืองHPLC 

(PPM) 

ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

(มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้ง

ของÿารÿกัด) 

ขüดที่ 1  0.0083  5  27.8536  16.78  
ขüดที่ 2  0.0155  5  33.4011  10.77  
ขüดที่ 3  0.0275  5  153.1787  27.85  
ขüดที่ 4  0.0322  5  207.7331  32.26  
ขüดที่ 5  0.306  5  306.0249  50  
ขüดที่ 6  0.237  5  278.0951  58.84  
ขüดที่ 7  0.0238  5  334.4793  72.37  
ขüดที่ 8  0.0304  5  336.7450  55.39  
ขüดที่ 9  0.0305  5  100.7175  43.71  
ขüดที่ 10  0.0205  5  41.9184  41.92  
ขüดที่ 11  0.0215  5  153.2273  36.81  
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รูปที่ 4.6 ÿีของตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์ Classical adsorption column chromatography  
ที่ใช้โมบายเฟÿ 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate) 

 
4.8 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Classical adsorption column chromatography โดยใช้

โมบายเฟÿ เป็น 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate) และ 50%เอทา

นอล (50%Ethanol)  
จากตารางที่ 4.8 พบü่า ในช่üงขüดที่ 3 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 15.85 มิลลิกรัมต่อ1

กรัมแĀ้งของÿารÿกัด, ในช่üงขüดที่ 4 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 21.06 มิลลิกรัมต่อ1กรัมแĀ้ง

ของÿารÿกัด, ในช่üงขüดที่ 8 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 47.84 มิลลิกรัมต่อ1กรัมแĀ้งของÿาร

ÿกัด, ในช่üงขüดที่ 9 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 47.96 มิลลิกรัมต่อ1กรัมแĀ้งของÿารÿกัด, 
ในช่üงขüดที่ 10 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 103.53 มิลลิกรัมต่อ1กรัมแĀ้งของÿารÿกัด, ในช่üง

ขüดที่ 11 มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 32.54 มิลลิกรัมต่อ1กรัมแĀ้งของÿารÿกัด, ในช่üงขüดที่ 12 
มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 25.26 มิลลิกรัมต่อ1กรัมแĀ้งของÿารÿกัด, ในช่üงขüดที่ 13 มีปริมาณ

ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 39.27 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของÿารÿกัด และ ในช่üงขüดที่ 14 มีปริมาณÿารมัล

เบอร์โรไซด์เอ 36.77 มิลลิกรัมต่อกรัมแĀ้งของÿารÿกัด จากการทดลองครั้งนี้พบü่าปริมาณÿารมัล

เบอร์โรไซด์เอ อยู่รüมกันมากในช่üงเดียüกัน ÿีของตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์ในช่üงที่มีปริมาณÿารมัล

เบอร์โรไซด์เอเยอะ มีลักþณะÿีน้ำตาลเข้ม มีตะกอนเยอะ ดังแÿดงใน รูป 4.7
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ตารางที่ 4.8 ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอที่อยู่ในขüดเก็บตัüอย่างจากการผ่านคอลัมน์üิธี Classical 
adsorption column chromatography โดยใช้โมบายเฟÿ 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะ

ซิเตท (Ethyl Acetate) ) และ 50%เอทานอล 
 

ลำดับ 

น้ำĀนักแĀ้ง 
ของÿารÿกัด 

(g) 

ค่าการเจือจาง

ก่อนนำไปฉีด

HPLC 
(มิลลิลิตร) 

คüามเข้มขน้ของÿารมัลเบอร์

โรไซด์เอที่ได้จากเคร่ืองHPLC 

(PPM) 

ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

(มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของ

ÿารÿกัด) 

ขüดที่ 3  0.0153  5  48.4987  15.85  
ขüดที่ 4  0.0124  5  52.2326  21.06  
ขüดที่ 8  0.0088  5  84.1905  47.84  
ขüดที่ 9  0.0105  5  100.7157  47.96  
ขüดที่ 10  0.1576  50  326.3289  103.53  
ขüดที่ 11  0.8896  100  289.5019  32.54  
ขüดที่ 12  0.7133  100  180.1494  25.26  
ขüดที่ 13  0.2204  100  86.5522  39.27  
ขüดที่ 14  0.0352  10  129.2382  36.77  

 

 
 

รูปที่ 4.7 ÿีของตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์ Classical adsorption column chromatography  
โดยโมบายเฟÿ 1 : 3 เอทานอล : เอทิล อะซิเตท และ 50%เอาทานอล
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บทท่ี 5 

ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ  
  
5.1 ÿรุปผลการทดลอง  
5.1.1 การýึกþาปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ในรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀารÿูตร1/4MS 
ทุก ๆ เดือนระยะเüลา 7 เดือน 

โดยการนำรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ทุก ๆ เดือนระยะเüลา 7 เดือน 

นำมาทำการÿกัดโดยใช้üิธี Soxhlet Extraction โดยใช้โมบายเฟÿเป็นเมทานอล นำไปอบแĀ้งเพ่ือĀา

น้ำĀนักแĀ้งของÿารÿกัด จนกü่าจะแĀ้ง นำมาละลายกลับด้üย 70% เมทานอล ที่ทราบปริมาตร 

จากนั้นนำไปüิเคราะĀ์ด้üยเครื่อง HPLC พบü่า ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ที่ได้ในแต่ละเดือนนั้นมี

คüามแตกต่างกันทางÿถิติอย่างชัดเจนในทางÿถิติที่คüามเชื่อมั่น ร้อยละ95 โดยเดือนที่มีÿารมัลเบอร์

โรไซด์เอมากที่ÿุดจะอยู่ในช่üงเดือนที่ 3 ที่มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 8.89 มิลลิกรัมต่อกรัม

น้ำĀนักรากแĀ้ง และน้อยที่ÿุดในช่üงเดือนที่ 2 ที่มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ เพียง 4.63 มิลลิกรัม

ต่อกรัมน้ำĀนักรากแĀ้ง และปริมาณรากที่เลี้ยงในแต่ละเดือนทั้งĀมด 7 เดือนนั้นพบü่า ไม่มีคüาม

แตกต่างกันในทางÿถิติที่คüามเชื่อม่ัน ร้อยละ 95  
 
5.1.2 การýึกþาอิทธิพลของอาĀารÿูตร MS ที่คüามเข้มข้น 1/4MS ที่เพิ่มฮอร์โมน NAA, IBA 
ต่อการเจริญของรากและปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ในรากของต้นĀม่อน ระยะเüลาการเลี้ยง 1 
เดือน 

โดยการนำรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยงด้üยอาĀารÿูตร1/4 MS ที่เพิ่มฮอร์โมนNAAและIBA ใน

ระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน พบü่าต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS ที่เพิ่มฮอร์โมน IBA 

คüามเข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่าฉลี่ย Growth index มากที่ÿุด 2.16  ลักþณะของต้นĀม่อน

ที่ได้ÿูง ใบÿีเขียüÿด มีรากที่เกิดใĀม่เพิ่มมากขึ้น ในÿ่üนของต้นĀม่อนที่ เพิ่มฮอร์โมน IBA ในคüาม

เข้มข้นอื ่นนั ้นมีลักþณะใบเขียüÿดÿีÿüย แต่ค่า Growth index ของต้นĀม่อนนั้นยังไม่มีคüาม

เปลี่ยนแปลง ในÿ่üนของต้นĀม่อนที่เลี ้ยงในอาĀาร 1/4MS ที่เพ่ิมฮอร์โมน NAA ที่คüามเข้มข้น

แตกต่างกันนั้นพบü่าต้นĀม่อนมีลักþณะใบÿีเĀลือง มีใบร่üง คüามยาüของต้นเท่าเดิมไม่มีการ

เจริญเติบโตที่เพ่ิมข้ึน และมีต้นĀม่อนบางÿ่üนที่ตายอีกด้üย จากนั้นนำรากĀม่อนมาทำการÿกัดโดยใช้

üิธี Soxhlet Extraction โดยใช้โมบายเฟÿเป็นเมทานอล นำไปอบแĀ้งเพื่อĀาน้ำĀนักแĀ้งของÿาร

ÿกัด จนกü่าจะแĀ้ง นำมาละลายกลับด้üย 70% เมทานอล ที่ทราบปริมาตร จากนั้นนำไปüิเคราะĀ์

ด้üยเครื่อง HPLC 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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พบü่าปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ที่ได้ในแต่ละเดือนนั้นมีคüามแตกต่างกันทางÿถิติอย่างชัดเจน

ในทางÿถิติที่คüามเชื่อมั่น ร้อยละ95 โดยเดือนที่มีÿารมัลเบอร์โรไซด์เอมากที่ÿุดจะอยู่ในช่üงอาĀาร

ÿูตร 1/4MS เพิ่ม NAA 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ  10.97 มิลลิกรัมต่อกรัม

น้ำĀนักรากแĀ้ง และน้อยที่ÿุดในช่üง อาĀารÿูตร 1/4MS เพิ่ม NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่มีปริมาณ

ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ เพียง 5.44 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักรากแĀ้ง และปริมาณรากของต้นĀม่อนที่

เลี้ยงด้üย1/4MS ที่เพ่ิมฮอร์โมน NAAและIBA ในระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน นั้นพบü่า ไม่

มีคüามแตกต่างกันในทางÿถิติที่คüามเชื่อม่ัน ร้อยละ95 
 
5.1.3 การýึกþาอิทธิพลของอาĀารÿูตร 1/4MS ที่เพิ่มÿารประกอบ Ammonium nitrate, 
Potassium nitrate, Potassium dihydrogen phosphate ต่อการเจริญของรากและÿารมัล

เบอร์โรไซด์เอในรากของต้นĀม่อน ระยะเüลาการเลี้ยง 1 เดือน 
โดยการนำรากของต้นĀม่อนที่เลี้ยงด้üยอาĀารÿูตร1/4MS ที่เพ่ิมÿารประกอบ Ammonium 

nitrate, Potassium nitrate, Potassium dihydrogen phosphate ใ น ร ะบบ ไ ฮ โ ด ร โ ป น ิ ก ÿ์  

ระยะเüลา 1 เดือน พบü่าต้นĀม่อนที่เลี ้ยงในอาĀาร 1/4MS ที่เพิ ่มÿารประกอบ Ammonium 
nitrate (N) คüามเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่าเฉลี่ย Growth index 3.13 ลักþณะของต้นĀม่อน

มีใบÿีเขียüÿด มีรากที่เกิดใĀม่เพิ่มมากขึ้น ในÿ่üนของต้นĀม่อนที่ เพิ่มÿารประกอบชนิดอื่นและใน

คüามเข้มข้นอื่นนั้น มีลักþณะใบเขียüÿดÿีÿüย แต่  ค่าเฉลี่ยGrowth index ของต้นĀม่อนนั้นอยู่

ในช่üง 1.92 – 2.35 ในÿ่üนของต้นĀม่อนที่เลี้ยงในอาĀาร 1/4MS ที่เพ่ิมÿารประกอบ Potassium 
dihydrogen phosphate ที่คüามเข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ทำการเลี้ยงจำนüน 5 ต้นนั้น มีต้น

Āม่อนตายถึง 3 ต้น Growth index ที่ได้นั้นไม่มีคüามเปลี่ยนแปลง จากนั้นนำรากĀม่อนมาทำการ

ÿกัดโดยใช้üิธี Soxhlet Extraction โดยใช้โมบายเฟÿเป็นเมทานอล นำไปอบแĀ้งเพ่ือĀาน้ำĀนักแĀ้ง

ของÿารÿกัด เป็นเüลา 1-2üัน นำมาละลายกลับด้üย 70% เมทานอล ที่ทราบปริมาตร จากนั้นนำไป

üิเคราะĀ์ด้üยเครื่อง HPLC พบü่าปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ ที่ได้ในแต่ละเดือนนั้นมีคüามแตกต่าง

กันทางÿถิติอย่างชัดเจนในทางÿถิติที่คüามเชื่อมั่น ร้อยละ95 โดยเดือนที่มีÿารมัลเบอร์โรไซด์เอมาก

ที่ÿุดจะอยู่ในช่üงอาĀารÿูตร 1/4MS เพิ่ม Potassium nitrate 40 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่มีปริมาณ

ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 11.09 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักรากแĀ้ง และน้อยที่ÿุดในช่üงอาĀาร 1/4MS 
เพิ่ม Potassium nitrate 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ เพียง 7.41 มิลลิกรัม

ต่อกรัมน้ำĀนักรากแĀ้ง และปริมาณรากของต้นĀม่อนที ่เลี ้ยงด้üยอาĀารÿูตร  1/4MS ที ่เพ่ิม

ÿารประกอบ Ammonium nitrate, Potassium nitrate, Potassium dihydrogen phosphate ใน
ระบบไฮโดรโปนิกÿ์ ระยะเüลา 1 เดือน นั้นพบü่า ไม่มีคüามแตกต่างกันในทางÿถิติที่คüามเชื่อมั่น 

ร้อยละ 95
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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5.1.4 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Flash column chromatography โดยใช้โมบายเฟÿเป็น 

เฮกเซน (Hexane), เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate), เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล 

(50%Ethanol), น้ำ (Water) ตามลำดับ 
โดยการนำÿารÿกัดจากรากต้นĀม่อนที่ÿกัดด้üยüิธี Reflux extraction อบเพื่อĀาน้ำĀนัก

แĀ้งของÿารÿกัด และละลายกลับด้üย 50%เอทานอล ผ่านคอลัมน์กระบอกฉีดยาด้üยการใช้โมบาย

เฟÿ เฮกเซน (Hexane), เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate), เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล 

(50%Ethanol), น้ำ (Water) นำไปอบเพื่อĀาน้ำĀนักแĀ้งของตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์กระบอกฉีดยา 

นำมาละลายกลับด้üย 70% เมทานอล ที่ทราบปริมาตร นั้นนำไปüิเคราะĀ์ด้üยเครื่อง HPLC พบü่า

ปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ มากที่ÿุดจะอยู่ในช่üงของ50% เอทานอล มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์

เอ 1414 PPM และรองลงมาจะอยู่ในช่üงของเอทานอล มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 1273 PPM 

และในช่üงที่น้อยที่ÿุดนั้น อยู่ในช่üงของ เฮกเซน จะมีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ เพียง 11 PPM 
โดยüิธีนี้ในช่üงเอทานอลที่พบÿารมัลเบอร์โรไซด์เอนั้นมีลักþณะÿีที่เĀลืองใÿ มากกü่าในช่üง 50%เอ

ทานอล ที่พบปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอมากที่ÿุด 
   
5.1.5 การทำบริÿุทธิ์บางÿ่üนด้üยüิธี Flash column chromatography โดยใช้โมบายเฟÿเป็น   

เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล (50%Ethanol), น้ำ (Water) ตามลำดับ  
 โดยการนำÿารÿกัดจากรากต้นĀม่อนที่ÿกัดด้üยüิธี Reflux extraction มาอบเพื ่อĀา

น้ำĀนักแĀ้ง และละลายกลับด้üย 50%เอทานอล ผ่านคอลัมกระบอกฉีดยาด้üยการใช้โมบายเฟÿ    

เอทานอล (Ethanol), 50%เอทานอล (50%Ethanol), น้ำ (Water) ตามลำดับ นำไปอบเพื ่อĀา

น้ำĀนักแĀ้งของตัüอย่างที่ผ่านคอลัมน์กระบอกฉีดยา นำมาละลายกลับด้üย 70% เมทานอล ที่ทราบ

ปริมาตร จากนั้นนำไปüิเคราะĀ์ด้üยเครื่อง HPLC พบü่าปริมาณมัลเบอร์โรไซด์เอมากที่ÿุดจะอยู่

ในช่üงของ 50% เอทานอล มีปริมาณมัลเบอร์โรไซด์เอ 57.1061 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของÿาร

ÿกัด และรองลงมาจะอยู่ในช่üงของน้ำ มีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 54.6303 มิลลิกรัมต่อกรัม

น้ำĀนักแĀ้งของÿารÿกัด และน้อยที่ÿุดอยู่ในช่üงของเอทานอล จะมีปริมาณÿารมัลเบอร์โรไซด์เอ 

เพียง 8.5782 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำĀนักแĀ้งของÿารÿกัด โดยในüิธีนี้ทำใĀ้มีตะกอนของÿารÿกัดราก

Āม่อนตกลงมาเป็นจำนüนมาก ในทุกช่üงของการผ่านคอลัมน์ และ ÿารมัลเบอร์โรไซด์เอที่ได้นั้นมี

ลักþณะกระจายตัü อยู่ในทุกช่üงของโมบายเฟÿที่ผ่านคอลัมน์ ทำใĀ้ยังไม่ÿามารถทำบริÿุทิ์บางÿ่üน

ของÿารÿกัดรากĀม่อนได้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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5.1.6 การทำบริสุทธิ์บางส่วนด้วยวิธี Classical adsorption column chromatography โดย

ใช้โมบายเฟสเป็น 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate)  
โดยการนำÿารÿกัดจากรากต้นĀม่Ăนที่ÿกัดด้üยüิธี Reflux extraction มาĂบเพื่ĂĀาน้ำĀนัก

แĀ้งขĂงÿารÿกัด และละลายกลับด้üย 50%เĂทานĂล ผ่านคĂลัมด้üยการใช้โมบายเฟÿ  1 : 3 (เĂ

ทานĂล (Ethanol) : เĂทิล Ăะซิเตท (Ethyl Acetate) ) นำไปĂบเพื่ĂĀาน้ำĀนักแĀ้งขĂงตัüĂย่างที่

ผ่านคĂลัมน์ ละลายกลับด้üย 70% เมทานĂล ที่ทราบปริมาตร Āลังจากนั้นนำไปüิเคราะĀ์ด้üยเครื่Ăง 

HPLC พบü่าปริมาณÿารมัลเบĂร์โรไซด์เĂ มากที่ÿุดจะĂยู่ในช่üงขüดที่ 7 มีปริมาณÿารมัลเบĂร์โรไซด์

เĂ 72.37 มิลลิกรัมต่Ăกรัมน้ำĀนักแĀ้งขĂงÿารÿกัด และรĂงลงมาจะĂยู่ในช่üงขüดที่ 6 มีปริมาณ

ÿารมัลเบĂร์โรไซด์เĂ 58.84 มิลลิกรัมต่Ăกรัมน้ำĀนักแĀ้งขĂงÿารÿกัด และน้Ăยที่ÿุดĂยู่ในช่üงขüดที่ 

1 มีปริมาณÿารมัลเบĂร์โรไซด์เĂ เพียง 16.78 มิลลิกรัมต่Ăกรัมน้ำĀนักแĀ้งขĂงÿารÿกัด โดยในüิธีนี้

ทำใĀ้ÿารมัลเบĂร์โรไซด์เĂที่ได้Ăยู่ในช่üงเดียüกันในปริมาณที่มากและมีลักþณะÿีที่ใÿ ไม่มีตะกĂน 

เĀมาะÿำĀรับการนำมาทำใĀ้เกิดผลึกต่Ăได ้
  
5.1.7 การทำบริสุทธิ์บางส่วนด้วยวิธี Classical adsorption column chromatography โดย

ใช้โมบายเฟสเป็น 1 : 3 (เอทานอล (Ethanol) : เอทิล อะซิเตท (Ethyl Acetate) ) และ 50%
เอทานอล (50%Ethanol)  

โดยการนำÿารÿกัดจากรากต้นĀม่Ăนที่ÿกัดด้üยüิธี Reflux extraction มาĂบเพื่ĂĀาน้ำĀนัก

แĀ้งขĂงÿารÿกัด และละลายกลับด้üย 50%เĂทานĂล จากนั้นผ่านคĂลัมด้üยการใช้โมบายเฟÿ 1 : 3 

(เĂทานĂล (Ethanol) : เĂทิล Ăะซิเตท (Ethyl Acetate) และ 50%เĂทานĂล (50%Ethanol)  ) 
นำไปĂบแĀ้งเพื่ĂĀาน้ำĀนักแĀ้งขĂงตัüĂย่างที่ผ่านคĂลัมน์ นำมาละลายกลับด้üย 70% เมทานĂล ที่

ทราบปริมาตร จากนั้นนำไปüิเคราะĀ์ด้üยเครื่Ăง HPLC พบü่าปริมาณÿารมัลเบĂร์โรไซด์เĂ มากที่ÿุด

จะĂยู่ในช่üงขüดที่ 10 มีปริมาณÿารมัลเบĂร์โรไซด์เĂ 103.53 มิลลิกรัมต่Ăกรัมน้ำĀนักแĀ้งขĂงÿาร

ÿกัด รĂงลงมาจะĂยู่ในช่üงขüดที่ 9 มีปริมาณÿารมัลเบĂร์โรไซด์เĂ 47.96 มิลลิกรัมต่Ăกรัมน้ำĀนัก

แĀ้งขĂงÿารÿกัด และในช่üงที่น้Ăยที่ÿุดนั้น Ăยู่ในช่üงขüดที่ 3 จะมีปริมาณÿารมัลเบĂร์โรไซด์เĂ เพียง 

15.85 มิลลิกรัมต่Ăกรัมน้ำĀนักแĀ้งขĂงÿารÿกัด โดยในüิธีนี้ทำใĀ้ÿารมัลเบĂร์โรไซด์เĂที่ได้Ăยู่ในชü่ง

เดียüกันในจำนüนมาก แต่ไม่ÿามารถทำใĀ้ตัüĂย่างที่ผ่านคĂลัมน์บริÿุทธิ์ได้เพราะมีตะกĂนจากÿาร

ÿกัดรากĀม่ĂนĂยู่จำนüนมาก เป็นตะกĂนÿีน้ำตาล ทำใĀ้ยังไม่ÿามารถทำบริÿุทิ์บางÿ่üขĂงÿารÿกัด

รากĀม่Ăนได้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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5.2 ข้อเสนอแนะ  

5.2.1 คüรใช้รากขĂงต้นĀม่Ăนในปริมาณที่เยĂะขึ้นจะทำใĀ้ได้ปริมาณÿารมัลเบĂร์โรไซด์เĂ 

มีปริมาณมากข้ึน  
5.2.2 การเก็บรากขĂงต้นĀม่Ăนทุก ๆ เดืĂน ในระยะเüลา 7 เดืĂน พบü่าปริมาณÿารมัล

เบĂร์โรไซด์เĂ ที่ได้นั้นมีค่าท่ีคงท่ีเÿมĂ ในการทดลĂงครั้งต่ĂไปĂาจจะลĂงปรับเปลี่ยนเป็นการเก็บราก

ในระยะเüลาที่นานขึ้นเช่นทุก ๆ 3 เดืĂน ĂาจจะทำใĀ้รากĀม่ĂนมีปริมาณมัลเบĂร์โรไซด์เĂ มากขึ้น  
5.2.3 ในการปรับปรุงคĂลัมน์ครั้งต่Ăไป Ăาจจะนำüิธี Flash column chromatography มา

ใช้แทนüิธี column chromatography แบบดั้งเดิม เพราะü่าทำใĀ้ประĀยัดเüลาในการüิจัยและมี

ประÿิทธฺิภาพในการทำงานมากขึ้น  
5.2.4 ในการปรับปรุงครั้งต่ĂไปĂาจจะเลืĂกโมบายเฟÿเป็น เĂทิล Ăะซิเตท (Ethyl Acetate) 

และ เĂทานĂล (Ethanol) เพราะทำใĀ้ได้ปริมาณÿารมัลเบĂร์โรไซด์เĂ Ăยู่ในช่üงเดียüกันมาก ๆ และ

ยังÿามารถกำจัดตะกĂนที่เกิดในรากĀม่ĂนใĀ้มีปริมาณที่น้Ăยลง ทำใĀ้ÿารมัลเบĂร์โรไซด์เĂ ที่ผ่าน

คĂลัมน์มานั้นมีคüามบริÿุทธิ์มากข้ึน  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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